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SEZNAM OKRAJŠAV 
• AOP – antioksidativni potencial 
• CLNAs – konjugirane linolenske kisline (ang. conjugated linolenic acids) 
• DPPH – 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 
• IA – kislinsko število (ang. acid value) 
• IE – estrsko število(ang. ester value)II – jodno število (ang. iodine value) 
• IOH – hidroksilno število (ang. hydroxyl value) 
• IP – peroksidno število (ang. peroxide value) 
• IS – število miljenja (ang.saponification value) 
• LDL – lipoprotein z nizko gostoto (ang. low density lipoprotein) 
• Ph. Eur. – Evropska Farmakopeja (lat. Pharmacopoea Europea) 
• RSD – relativna standardna deviacija 
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POVZETEK 
Rastlinska olja so zaradi svojih lastnosti pomembna v prehrani, kozmetiki, farmaciji in 
medicini. Po sestavi so trigliceridi, manjši delež pa predstavljajo neumiljive snovi.  
Naše delo je del širše raziskave o sestavi rastlinskih olj in njihovemu delovanju na koži. V 
raziskavi smo ugotavljali in vrednotili sestavo sedmih rastlinskih olj ter njihovo 
antioksidativno aktivnost. Uporabili smo pet rastlinskih olj, ki smo jih izbrali glede na 
njihovo značilno maščobnokislinsko sestavo trigliceridov, in sicer olje granatnega jabolka 
(prevladujoča punicinska kislina), laneno olje (prevladujoča α-linolenska kislina), kokosovo 
olje (prevladujoča lavrinska kislina), olivno olje (prevladujoča oleinska kislina) in makovo 
olje (prevladujoča linolna kislina). Z ekstrakcijo lipovih in ognjičevih semen z n-heksanom 
smo pridobili dve manj znani rastlinski olji, lipovo olje in ognjičevo olje. Lipovo olje vsebuje 
največji delež linolne kisline, ognjičevo olje pa kalendinske kisline. 
Metode ugotavljanja farmakopejskih kemijskih števil (1) in izolacijo neumiljivih snovi (2) 
smo izvedli po Ph. Eur. 7.0 in 8.0. Večina olj je bila ustreznih. Peroksidno število je bilo pri 
večini olj nizko (od 0,6 do 19,3), jodno in hidroksilno število sta bila najvišja pri olju 
granatnega jabolka (II=192 in IOH=36,10). Jodno število je najvišje pri tem olju, zaradi visoke 
vsebnosti nenasičenih maščobnih kislin. Kislinsko število je bilo najvišje pri olju granatnega 
jabolka (IA=3,56), saponifikacijsko in estrsko število pa pri kokosovem olju (IS=265 in 
IE=265). S pomočjo analize GC-MS smo ugotovili maščobnokislinsko sestavo trigliceridov, 
ki je bila skladna z literaturnimi podatki. Določili smo tudi vsebnost neumiljivega dela, ki 
se za proučevana olja giblje v razponu od 0,55 % do 2,26 %, in vrednost njihovega 
antioksidativnega potenciala. Najvišjo vrednost smo ugotovili pri olju granatnega jabolka 
(okoli 49 %), okoli 30 % pa so imeli lipovo, ognjičevo in olivno olje. Pri ostalih oljih so bile 
vrednosti nižje. Na podlagi maščobnokislinske sestave in visoke antioksidativne aktivnosti 
smo ugotovili, da bi bile smiselne nadaljnje raziskave zlasti lipovega in ognjičevega olja, saj 
sta olji še neraziskani in njuna potencialna uporaba neuveljavljena. Uporaba je verjetno še 
neuveljavljena, zaradi rabe drugih delov teh dveh rastlin v medicini in farmaciji in 
dolgotrajnega procesa pridobivanja obeh olj. 
Ključne besede: rastlinsko olje, farmakopejska kemijska števila, neumiljive snovi, 
maščobnokislinska sestava, antioksidativna aktivnost 
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ABSTRACT 
Vegetable oils play a very important role in the cosmetic and pharmaceutical industries and 
medicine. Vegetable oils are manly triglycerides, a small amount in their composition is 
represented by unsaponifiable matter.  
Our research is a part of another research, in which we are studying characteristics of 
vegetable oils and their effect on human skin. In our research, we determined the fatty acid 
composition of triglycerides and antioxidative activity of seven vegetable oils. We selected 
five vegetable oils, based on their fatty acid composition of triglycerides; these were 
pomegranate seed oil (characterised by punicic acid), flax seed oil (α-linolenic acid), coconut 
oil (lauric acid), olive oil (oleic acid) and poppy seed oil (linoleic acid). In addition, two less-
known oils were extracted by n-hexane extraction out of their seeds, i.e. Tilia and Calendula 
seed oils. Tilia seed oil contains a high amount of linoleic acid, while Calendula seed oil 
contains a high amount of calendic acid. 
Determination of chemical numbers and isolation of unsaponifiable matter was performed 
according to Pharmacopoeial procedures (1, 2). Most of the oils were suitable. Peroxide 
value was low in most cases (from 0,6 to 19,3). Iodine and hydroxyl values were the highest 
in pomegranate oil (II=192 and IOH=36,10). We can conclude that high iodine value is due 
to high amount of unsaturated fatty acids. Acid value was also the highest in pomegranate 
oil (IA=3,56), while saponification and ester values were the highest in coconut oil (IS=265 
in IE=265). Using GC-MS analysis we determined the fatty acid composition, which was in 
accordance with literature data. We also determined the content of unsaponifiable matter and 
antioxidant activity. The highest antioxidant activity was found for pomegranate seed oil 
(around 49 %) and around 30 % for Tilia seed oil, Calendula seed oil and olive oil. Based 
on the fatty acid composition of triglycerides and high value of antioxidative activity, we 
concluded that Tilia seed oil and Calendula seed oil are most interesting for further studies 
to find potential use of these two oils. Current lack of usage of these two oils are probably 
due to other uses in medicine and pharmacy and time-consuming extraction. 
Key words: vegetable oil, pharmacopoeial chemical values, unsaponifiable matter, fatty 
acid composition, antioxidant activity 
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1  UVOD 
 
1.1 RASTLINSKA OLJA 
Rastlinska olja najpogosteje pridobivamo iz rastlinskih semen oz. plodov (3), redkeje pa iz 
drugih delov rastlin. Pridobivamo jih večinoma s postopkom stiskanja ali z ekstrakcijo s 
topili. 
Rastlinska olja vsebujejo približno 98 % trigliceridov. Trigliceridi so estri glicerola in treh 
maščobnih kislin. Lahko vsebujejo tudi digliceride in monogliceride, vendar je njihov delež 
majhen. Približno 2 % predstavljajo tokoferoli, fitosteroli, skvalen, fenoli, karotenoidi in 
drugi terpeni in terpenoidi. Te komponente imenujemo neumiljive snovi. Rastlinska olja so 
topna v organskih topilih, kot so n-heksan, aceton in dietileter, in netopna v vodi (3, 4).  
Glede na stanje pri sobni temperaturi jih delimo na rastlinska masla in olja. Masla vsebujejo 
večinoma nasičene maščobne kisline, zato so pri sobni temperaturi v trdnem ali poltrdnem 
stanju. Stalijo se navadno pri temperaturi kože (37 ˚C). Olja vsebujejo v večinskem deležu 
nenasičene maščobne kisline, zato so pri sobni temperaturi v tekočem stanju. Olja, ki 
vsebujejo velik delež nenasičenih maščobnih kislin, so bolj podvržena oksidativnim 
spremembam, zaradi nestabilnih dvojnih ali trojnih vezi, zato sodijo med manj stabilna olja 
(4).   
Rastlinska olja so zaradi svojih lastnosti zelo cenjena v kozmetiki, farmaciji, medicini in 
prehrambeni industriji. Njihova uporaba temelji na večtisočletnih izkušnjah in novejših 
znanstvenih raziskavah, ki se izvajajo zaradi velikega zanimanja znanosti o njihovem 
delovanju in učinkih (2, 3). 
 
1.1.1 MAŠČOBNE KISLINE 
Maščobne kisline so karboksilne kisline, ki vsebujejo dolgo alifatsko verigo (slika 1). Lahko 
so nasičene ali nenasičene (6).  
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Slika 1: Struktura nasičenih maščobnih kislin (prirejeno po (7)). 
 
1.1.1.1 NASIČENE MAŠČOBNE KISLINE 
Nasičene maščobne kisline so tiste kisline, ki vsebujejo samo enojne vezi med dvema 
ogljikovima atomoma. Najpogosteje zastopane nasičene maščobne kisline so miristinska 
kislina, palmitinska kislina in stearinska kislina (8). 
Nasičene maščobne kisline, ki jih vnašamo v telo s prehrano, zvišujejo raven holesterola 
LDL v krvi, vendar pa vse nasičene maščobne kisline ne vplivajo enako na raven holesterola 
v krvi. LDL je lipoprotein z nizko gostoto, imenujemo ga tudi »slabi« holesterol, in ima zelo 
veliko vlogo pri nastanku srčno-žilnih bolezni in sladkorne bolezni tipa 2, saj so nasičene 
maščobne kisline prekurzorji v biosintezi holesterola (8). Študije so pokazale, da nasičene 
maščobne kisline, ki vsebujejo manj kot 12 ogljikovih atomov in stearinska kislina ne 
dvigujejo ravni serumskega holesterola. Na nivo holesterola značilno vplivajo miristinska 
kislina, palmitinska kislina in lavrinska kislina (9). 
 
1.1.1.2 NENASIČENE MAŠČOBNE KISLINE 
Nenasičene maščobne kisline so kisline, ki vsebujejo vsaj eno dvojno vez med dvema 
ogljikovima atomoma. V primeru, da je v strukturi maščobne kisline samo ena dvojna vez, 
jo imenujemo enkrat nenasičena maščobna kislina, če je dvojnih vezi več, pa jo imenujemo 
večkrat nenasičena maščobna kislina (6) ali polinenasičena maščobna kislina (8).  
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Nenasičene maščobne kisline so širše zastopane v rastlinskih oljih. Uživanje nenasičenih 
maščobnih kislin ali zmanjšanje vnosa maščob v telo zmanjša tveganje za nastanek srčno-
žilnih bolezni (8). 
 
1.1.1.3 MAŠČOBNE KISLINE OMEGA-3 
Maščobne kisline omega-3 so polinenasične maščobne kisline. Karboksilni skupini 
nasproten je metilni konec, ki ga imenujemo tudi omega konec, od tod njihovo ime. Pri 
maščobnh kislinah omega-3 se pojavi nenasičenost prvič na tretjem ogljikovemu atomu pri 
omega koncu (10). So esencialne maščobne kisline, kar pomeni, da jih moramo pridobiti s 
prehrano (10). Uživanje teh maščobnih kislin naj bi imelo pomembno vlogo pri zmanjšanju 
srčno-žilnih zapletov ter kroničnih bolezni, kot so diabetes tipa 2 in rak (11). Vir maščob 
omega-3 je izrazito omejen, najdemo jih v sončničnem., lanenem, čijevem olju in v olju jeter 
morskih rib (11), ter tudi v celih ribah (losos, tuna, skuša). Bogata z omega-3 maščobami je 
tudi postrv ali šarenka (12). Najpogosteje zastopane so α-linolenska kislina, 
eikozapentanojska kislina in dokozaheksanojska kislina (10).  
 
1.1.1.4 MAŠČOBNE KISLINE OMEGA-6 
Maščobne kisline omega-6 so polinenasičene kisline, kjer se nenasičena vez pojavi na šestem 
ogljikovemu atomu od omega konca (10). Te maščobne kisline najdemo predvsem v 
sončničnem olju, repičnem olju, koruznem olju in sojinem olju (11). Za maščobne kisline 
omega-6 v raziskavah niso jasno potrdili, ali imajo protivnetne lastnosti ali spodbujajo 
vnetje. γ-linolenska kislina, kot pomemben predstavnik namreč sodeluje pri sintezi 
arahidonske kisline in posledično pri sintezi mediatorjev vnetja. V raziskavi so sicer 
ugotovili, da bi lahko uživanje teh maščobnih kislin v zmernih količinah delovalo ugodno 
na zdravje posameznika (10). 
 
1.1.2 NEUMILJIVI DEL IN ANTIOKSIDANTI 
Rastlinsko olje je sestavljeno iz umiljivega in neumiljivega dela. Že samo ime nam pove, da 
je umiljivi del tisti, ki tvori mila ob prisotnosti natrijeve ali kalijeve baze. Neumiljivi del je 
preostanek, ki ne tvori mila. Običajno ga je zelo malo, od 0,3 % do 2 % (13). 
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Neumiljive snovi so kompleksna zmes različnih komponent, kot so karotenoidi, rastlinski 
steroli (sitosteroli, stigmasteroli, Δ-steroli), ogljikovodiki (skvalen), tokoferoli oz. vitamin 
E, alifatski alkoholi, terpenoidni alkoholi in fenoli (13).  
 
1.1.2.1 OPIS IN DELOVANJE NEUMILJIVIH SNOVI 
KAROTENOIDI 
Karotenoidi so snovi, ki jih najdemo v rastlinah, algah, glivah in drugih živih bitjih. Dajejo 
jim značilno rumeno, oranžno in rdeče obarvanje (14). Delimo jih na ksantofile, kot sta lutein 
in zeaksantin, ter karotene, kot so α-karoten, β-karoten in likopen. Vse naštete snovi moramo 
vnesti v telo s prehrano, saj jih človeško telo ne more sintetizirati (14). Karotenoidi delujejo 
antioksidativno in protivnetno. Nekateri karotenoidi, kot sta β-karoten in β-kriptoksantin, se 
lahko v telesu z oksidacijo pretvorijo v vitamin A oziroma retinol (15). 
RASTLINSKI STEROLI 
Rastlinski steroli oziroma fitosteroli so snovi, ki so po zgradbi in delovanju podobni 
holesterolu (16). Znano je, da nižajo raven holesterola LDL v krvi. Ugoden učinek imajo 
tudi na kožo, saj delujejo antioksidativno, fotoprotektivno in pomagajo pri obnovi 
poškodovane kože, zaradi sončnih opeklin, različnih kožnih bolezni in staranja. Koži dajejo 
tudi boljšo prožnost in elastičnost, saj zvišujejo sintezo kolagena (4).V različnih študijah so 
ugotovili, da je β-sitosterol pomemben rastlinski sterol, ki ima dokazano učinkovitost pri 
eritemih, opeklinah in drugih poškodbah na koži (17).  
TOKOFEROLI 
Tokoferol oziroma vitamin E ima v bioloških sistemih zelo pomembno vlogo, saj ščiti lipide 
pred lipidno peroksidacijo (18). Za topikalno uporabo je primerna samo acetatna oblika 
tokoferola, saj je ta stabilna. Vitamin E v obliki tokoferilacetata ima antioksidativno, 
fotoprotektivno (zmanjšuje nastanek opeklin in rdečice zaradi UV sevanja) (4) in protivnetno 
delovanje, pri čemer epidermalne esteraze odcepijo acetilno kislino (19).  
 
FENOLI 
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Rastlinski fenoli so široko zastopani kot sekundarni metaboliti v rastlinah. V to skupino 
uvrščamo spojine, kot so flavonoidi, fenolne kisline in tanini; slednji v rastlinskih oljih niso 
prisotni (20). Fenolne spojine imajo znano antioksidativno delovanje. Raziskave so 
pokazale, da zmanjšujejo nastanek kožnega raka in blažijo oksidativni stres, ki ga povzroča 
ultravijolično sevanje (20).  
SKVALEN 
Skvalen je ogljikovodik, ki ga najdemo predvsem v olju, pridobljenem iz jeter morskega psa, 
v manjši meri pa tudi v nekaterih rastlinskih oljih (21). V rastlinah in živalih (tudi pri 
človeku) je prekurzor pri sintezi sterolov, kot so holesterol, fitosteroli in steroidni hormoni 
(21). V in vitro raziskavah in raziskavah na živalskih modelih so ugotovili, da ima skvalen 
protitumorno, antioksidativno in emolientno delovanje. Poveča hidratacijo v koži (22). 
 
1.1.2.2 ANTIOKSIDANTI 
Človeško telo in vsi drugi živi organizmi so ves čas izpostavljeni različnim stresorjem, ki se 
nahajajo neposredno v našem okolju. Ti stresorji, kot sta na primer kisik in UV svetloba, 
lahko vplivajo na spremembo sestave in posledično tudi na spremembo delovanja 
posamezne komponente organizma ali celo povzročijo njegov propad (4). Opisane 
spremembe imenujemo oksidativno staranje in potekajo še hitreje, če sta prisotni povišana 
temperatura in svetloba. Procesom kljubujejo različni antioksidanti, ki so prisotni v 
organizmu in blažijo oksidativni stres ter s tem preprečijo, da bi se organizem hitreje staral 
ali celo propadel (4). 
Antioksidant je vsaka snov, ki je endogenega ali eksogenega izvora (encim, protein, peptid, 
vitamin, karoten, polifenol itd.) in prepreči, odstrani ali upočasni možnost nastanka 
oksidativne poškodbe (4). Poškodbe so večinoma verižne reakcije ali druge reakcije, ki 
nastajajo nekontrolirano, zaradi radikalov ali drugih reaktivnih kisikovih oziroma dušikovih 
zvrsti (3, 22). Antioksidant deluje tako, da svoj elektron odda radikalu in ga s tem inaktivira. 
Antioksidant v tem procesu postane stabilen radikal, manj agresiven in manj nevaren za 
celice (4). 
Pomemben stresor, ki je neprestano v stiku s kožo in nekaterimi sluznicami, je kisik. V 
našem ozračju je približno 20 % kisika. Kisik vstopa v proces celičnega dihanja pri aerobnih 
organizmih. Celično dihanje je metabolni proces, kjer nastaja energija iz organskih molekul. 
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Pri tem procesu nastajajo tudi škodljivi produkti. Najpomembnejši med njimi so singletni 
kisik, superoksidni anion, hidroksilni in peroksilni radikal ter peroksinitrit in jih imenujemo 
kisikove reaktivne zvrsti (4).Povzročajo okvaro DNA, lipidov in proteinov (4). Na 
prezgodnje staranje kože vpliva tudi ozon in smog, ki sta ena izmed ključnih onesnaževalcev 
ozračja (24). 
 
1.2 PRIDOBIVANJE RASTLINSKIH OLJ 
Rastlinska olja večinoma pridobivamo iz semen oz. plodov (3). Najpogosteje uporabljana 
postopka pridobivanja rastlinskih olj sta mehanski in kemijski. 
Mehanski postopek je postopek stiskanja. Pri vročem stiskanju semena najprej termično 
obdelamo (do 90 ˚C) in tako sprostimo olje iz celičnih struktur, hkrati pa povzročimo 
koagulacijo proteinov. Sledi stiskanje semen in na koncu filtriranje (25). Postopek stiskanja 
je zelo zaželen, saj najbolj ohrani strukturo olja, a daje najslabši izkoristek. Navadno ostane 
v ostanku stisnjenih plodov oz. semen do 15 % olja, ki ga lahko nato izoliramo z različnimi 
topili (3). 
Pridobivanje olja s pomočjo topil je kemijski postopek. Topilo, ki ga najpogosteje 
uporabljamo, je n-heksan. Ekstrakcija poteka v več stopnjah ali s pomočjo perkolacije, 
dokler ne izoliramo vsega olja (3). Na takšen način pridobimo veliko več olja iz rastlinskega 
materiala, a je kakovost olja slabša, saj vsebuje zaostanek topil (25).  
Čiščenje oziroma rafiniranje olja je postopek, pri katerem odstranjujemo vodo, proste 
maščobne kisline, fosfolipide, smole, sterole, snovi, ki dajejo olju barvo in vonj, in pesticide 
(25).  
 
1.3 ZAGOTAVLJANJE KAKOVOSTI OLJ 
Ustrezna kakovost olj je zelo pomembna tako v prehrambeni industriji kot v medicini, 
farmaciji in kozmetiki. Olja najpogosteje vrednotimo z ugotavljanjem maščobnokislinske 
sestave, sestave neumiljivega dela in farmakopejskih kemijskih števil. Evropska 
farmakopeja ima za nekaj široko uporabljanih olj monografije z določenimi specifikacijami 
za posamezno olje (25). V splošnem najdemo v Evropski Farmakopeji specifikacije za 
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kislinsko, peroksidno, saponifikacijsko, jodno in hidroksilno število, delež neumiljivih snovi 
in maščobnokislinsko sestavo (2, 1).  
 
1.4 OPIS IZBRANIH OLJ IN NJIHOVA DERMALNA 
UPORABA 
 
1.4.1 LANENO OLJE 
Laneno olje pridobivamo iz semen lana (Linum usitattissimum). Ima značilen močan vonj in 
je zelenorumene barve. Značilnost tega olja je nizka stabilnost, saj hitro oksidira in 
polimerizira, pri tem pa dobi neprijeten vonj po žarkem, ki spominja na ribe (4).  
Laneno olje uporabljamo za nego atopijske in k alergijam nagnjene zrele kože (4). Novejše 
raziskave kažejo, da laneno olje spodbuja rast in obnovo poškodovanega epitelija in 
pospešuje celjenje ran (4). Laneno olje pri obnovi epitelija zmanjšuje vnetje in nastanek 
zadebeljenih brazgotin ter poveča tvorbo krvnih žil (26). 
 
1.4.2 OLIVNO OLJE 
Olivno olje pridobivamo iz plodov oljke (Olea europaea). Olje je zaradi ugodne 
maščobnokislinske sestave (prevladuje oleinska kislina) in vsebnosti antioksidantov pri 
sobni temperaturi relativno stabilno. Barva olja je značilno zlatorumena ali zelenorumena, 
izrazit zelen odtenek je lahko posledica pridobivanja pri povišani temperaturi (4).  
Olivno olje uporabljamo za nego kože, čiščenje in nego las (4). Ima pomembne protivnetne 
lastnosti (27), a vendar so ugotovili, da večtedenska redna dermalna uporaba olivnega olja 
poškoduje roženo plast kože in poveča njeno prepustnost (27).  
 
1.4.3 KOKOSOVO OLJE 
Kokosovo olje pridobivamo iz kokosove palme (Cocos nucifera) in je pri sobni temperaturi 
v poltrdnem stanju. Olje je stabilno, saj vsebuje visok delež nasičenih maščobnih kislin. Ima 
značilno belo barvo, pri segrevanju postane brezbarvno. Vonj je prijeten in značilen za kokos 
(4). 
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Kokosovo olje ima protivnetno in emolientno delovanje ter povečuje vlažnost kože. Okrepi 
zaščitno funkcijo kože (27), deluje protimikrobno in preprečuje degenerativne procese lasnih 
proteinov, zato je primerno tudi za nego las (4).  
 
1.4.4 OLJE GRANATNEGA JABOLKA 
Olje granatnega jabolka pridobivamo iz semen granatnega jabolka (Punica granatum). 
Precej viskozno olje je zlatorumene barve in ima značilen vonj (4). Po sestavi je edinstveno 
rastlinsko olje, saj vsebuje visok delež punicinske kisline v trigliceridih, veliko vitamina E 
in dva estrogena hormona (17α-estradiol in estron) (4). 
Kozmetična uporaba olja je omejena na zadnje desetletje (4). Raziskave na kulturah 
živalskih in človeških celic so pokazale, da ima olje granatnega jabolka pomembne 
protivnetne, antioksidativne, protitumorne in fotoprotektivne lastnosti, saj zmanjšuje 
poškodbe, ki jih lahko povzroči ultravijolično sevanje (4). Olje pospeši obnovo poškodovane 
kože, saj spodbuja zorenje keratinocitov in omogoča obnovo usnjice. Prav tako zmanjša 
učinke staranja kože in izboljša videz strij (27). Študije na miših so pokazale, da olje, 
aplicirano na kožo zmanjša incidenco tumorja, kar pomeni potencialno uporabo, kot zaščita 
pri nekaterih vrstah kožnega raka (27). 
 
1.4.5 MAKOVO OLJE 
Makovo olje je svetlo rumene barve. Vonj je komaj zaznaven, a značilno oreškast. 
Pridobivamo ga iz makovih (Papaver somniferum) semen (4). 
Olje ima zaradi visoke vsebnosti nenasičenih maščobnih kislin protivnetno in emolientno 
delovanje (4). Trenutno je malo znanih podatkov o uporabi makovega olja na koži. 
Predvidevamo, da bi lahko olje pospeševalo celjenje ran, saj vsebuje 75 % linolne kisline, ki 
pa ima znano takšno delovanje (4). 
 
1.4.6 LIPOVO OLJE 
Lipovo olje je manj znano olje, ki ga pridobivamo iz lipovih (Tilia sp.) semen. Olje je 
zelenorumene barve in ima značilen vonj. 
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O možnih načinih uporabe tega olja ni neposrednih podatkov, saj nimamo znanih raziskav o 
vplivu lipovega olja na kožo.  
 
1.4.7 OGNJIČEVO OLJE 
Ognjičevo olje je zelene barve in ima značilen vonj. O uporabi olja ognjičevih (Calendula 
officinalis) semen vemo zelo malo, razširjena je predvsem uporaba maceratov ognjičevih 
cvetov v mazilih za zdravljenje različnih ran in opeklin (28). Olje semen vsebuje visok delež 
kalendinske kisline (okoli 60 %) (29).  
O uporabi tega olja ni neposrednih podatkov, prav tako nimamo raziskav o vplivu 
ognjičevega olja na kožo. Nedavne študije pa so pokazale, da bi lahko olje imelo potencialen 
vpliv na znižanje maščob ter protitumorno delovanje. To delovanje so pripisali tako 
imenovanim konjugiranim linolenskim kislinam ali CLNAs, ki so visoko zastopane v tem 
olju (29). 
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2 NAMEN DELA 
Olja, ki jih bomo uporabili v eksperimentalnem delu te magistrske naloge, so olje granatnega 
jabolka, kokosovo, laneno, makovo, lipovo, ognjičevo in olivno olje. Namen našega dela je 
ekstrahirati dve olji, ki nista komercialno dostopni, in sicer ognjičevo in lipovo olje, ter vsem 
izbranim rastlinskim oljem ugotoviti:  
• maščobnokislinsko sestavo s pomočjo metode plinske kromatografije, sklopljene z 
masno spektrometrijo (GC-MS), 
• delež neumiljivih snovi, 
• farmakopejska števila (kislinsko število, jodno število, peroksidno število, 
saponifikacijsko število, hidroksilno število in estrsko število), 
• antioksidativno aktivnost. 
Naše raziskovalno delo je del širše raziskave izbranih rastlinskih olj in njihovih vplivov na 
kožo po dermalnem nanosu. 
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3 MATERIALI IN METODE   
3.1  MATERIALI  
3.1.1 UPORABLJENA RASTLINSKA OLJA 
 
Preglednica 1: Uporabljena rastlinska olja. 
VRSTA OLJA PROIZVAJALEC OPOMBE 
Laneno olje Oljarna Pečarič Hladno stiskano 
Kokosovo olje All Organic Treasures GmbH 
Hladno stiskano, organsko 
(30)- 
Olje granatnega 
jabolka 
All Organic Treasures GmbH 
Hladno stiskano, filtrirano 
(31) 
Olivno olje Družina Poljšak Hladno stiskano 
Makovo olje Oljarna Pečarič 
Hladno stiskano, nerafinirano 
in nefiltrirano 
Ognjičevo olje Ekstrahirano s heksanom v okviru eksperimentalnega dela te 
magistrske naloge Lipovo olje 
 
 
Slika 2: Izbrana rastlinska olja. 
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3.1.2 REAGENTI, TOPILA IN REFERENČNE SPOJINE 
Ekstrakcija lipovega in ognjičevega olja 
• n-Heksan (95 %), Panreac Quimica, ZDA 
Peroksidno število (metoda B) 
• Izooktan (95 % in več), Emsure (ACS, Reag. Ph. Eur.), Merck, Nemčija 
• Brezvodna ocetna kislina (95 % in več), J. T. Baker, Avantor, ZDA 
• Prečiščena voda, Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani, Slovenija 
• Kalijev jodid (99,5-100,5 %), Emsure (ISO, Reag. Ph Eur), Merck, Nemčija 
• Škrob (95 % in več), p. a., Kemika, Hrvaška 
• Salicilna kislina (99,5-100,5 %), Farmalabor, Italija 
• Brezvodni natrijev tiosulfat (99,5 % in več), Riedel-de Haën, Nemčija 
Jodno število (metoda B) 
• Škrob (95 % in več), p. a., Kemika, Hrvaška 
• Kalijev jodid (99,5-100,5 %), Emsure (ISO, Reag. Ph Eur), Merck, Nemčija 
• Brezvodni natrijev tiosulfat (99,5 % in več), Riedel-de Haën, Nemčija 
• Salicilna kislina (99,5-100,5 %), Farmalabor, Italija 
• Cikloheksan (99,5 % in več), p. a., Sigma-Aldrich, ZDA 
• Jodov monoklorid (98 %), p. a., Sigma-Aldrich, ZDA 
• Prečiščena voda, Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani, Slovenija 
• Brezvodna ocetna kislina (95 % in več), J. T. Baker, Avantor, ZDA 
Kislinsko število 
• Fenolftalein (95 % in več), Riedel-de Haën, Nemčija 
• Brezvodni etanol (96 %), p. a., Carlo Erba, Italija 
• Natrijev hidroksid (95 % in več), Riedel-de Haën, Nemčija 
• Prečiščena voda, Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani, Slovenija 
• Petroleter (90 % in več), Sigma-Aldrich, ZDA 
Število miljenja 
• Kalijev hidroksid (99,99 %), Sigma-Aldrich, ZDA 
• Prečiščena voda, Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani, Slovenija 
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• Fenolftalein (95 % in več), Riedel-de Haën, Nemčija 
• Klorovodikova kislina (37 %), Emsure (ACS, Reag. Ph. Eur.), Merck, Nemčija 
•  Etanol (96 %), Kefo, Slovenija 
Hidroksilno število (metoda A) 
• Etanol (96 %), Kefo, Slovenija 
• Prečiščena voda, Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani, Slovenija 
• Acetanhidrid (95 % in več), p. a., Kemika, Hrvaška 
• Piridin (99 %), p. a., Merck, Nemčija 
• Kalijev hidroksid (99,99 %), Sigma-Aldrich, ZDA 
• Fenolftalein (95 % in več), Riedel-de Haën, Nemčija 
Izolacija neumiljivih snovi 
• Kalijev hidroksid (99,99 %), Sigma-Aldrich, ZDA 
• Etanol (96 %), Kefo, Slovenija 
• Fenolftalein (95 % in več), Riedel-de Haën, Nemčija 
• Prečiščena voda, Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani, Slovenija 
• Dietileter (99 %), Sigma-Aldrich, ZDA 
Test za določanje kislin v preostanku 
• Brezvodni etanol (96 %), p. a., Carlo Erba, Italija 
• Fenolftalein (95 % in več), Riedel-de Haën, Nemčija 
• Natrijev hidroksid (95 % in več), Riedel-de Haën, Nemčija 
Antioksidativna aktivnost 
• 2-Butanon 895 % in več), p. a., Merck, Nemčija 
• Metanol (95 % in več), Carlo Erba, Italija 
• DPPH (95 % in več), Fluka, Švica 
• Galna kislina (95 % in več), Fluka, Švica 
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3.1.3 LABORATORIJSKA OPREMA 
• Bireta 
• Čaše: 50 mL, 100 mL, 150 mL, 250 mL, 1000 mL 
• Erlenmajerice s širokim vratom: 250 mL, 1 L 
• Merilne bučke: 50 mL, 100 mL, 150 mL, 200 mL, 250 mL, 2000 mL 
• Plastične kapalke 
• Avtomatska pipeta, Biohit-Proline 
• Nastavki za avtomatsko pipeto 
• Stekleni in plastični zamaški 
• Mikroepruvete 
• Epruvete 
• Žogica za pipetiranje 
• Polnilne pipete: 1 mL, 5 mL, 10 mL, 20 mL, 25 mL, 50 mL 
• Steklene palčke 
• Spatule, žličke 
• Merilni valji: 5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL 
• Vodni hladilniki 
• Lij ločnik 
• Zračni hladilnik 
• Precizna tehtnica, TE214S-0CE, Sartorius in Kem PCB, Nemčija 
• Analizna tehtnica Mettler PC 2000, Mettler Toledo, Slovenija 
• Grelci in magnetna mešala, Heidolph in Radleys Tec, Nemčija 
• Kiveta 
• Mlinček, IKA, A10, Slovenija 
• Ostalo: filter papir, obroči, mufe, prižeme, magneti, magnetna palica, aluminijasta 
folija, gumijaste prijemalke, gumijaste cevi, vrelni kamenčki, kalote, pestilo, 
terilnica, kladivo, deska, kuhalnik 
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3.1.4 APARATURE 
• Plinski kromatograf sklopljen z masnim detektorjem, GCMS-QP2010 Ultra, 
Schimadzu Corporation, Japonska 
• Spektrofotometer UV/VIS, Nanocolor UV/VIS, Macherey-Nagel, Nemčija 
• Stresalnik Vibromix, Tehtnica, Slovenija 
• Ultrazvočna kadička, Bandelin Sonorex Digitec, Nemčija 
• Rotavapor, Büchi Rottavapor R-200, Švica 
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3.2 METODE 
3.2.1 EKSTRAKCIJA LIPOVEGA IN OGNJIČEVEGA OLJA 
Olje iz lipovih in ognjičevih semen smo ekstrahirali z metodo ekstrakcije z organskim 
topilom. Na razpolago smo imeli manjšo količino semen, zato smo se odločili za to obliko 
ekstrakcije, saj so izkoristki višji kot pri metodi stiskanja. 
 
3.2.1.1 PRIDOBIVANJE RASTLINSKEGA MATERIALA 
V začetku avgusta (od 1. 8. 2018 do 6. 8. 2018) smo nabrali semena ognjiča. Semena smo 
nabrali v Ljubljani. Semena so zelo majhna, rjave barve in značilno zavita. Skupna masa 
ognjičevih semen je bila 51,45 g. 
Konec septembra (od 25. 9. 2018 do 30. 9. 2018) smo nabrali lipova semena v Kamenčah. 
Semena so rjave barve, v zelenem trdnem ovoju (slika 3). Skupna masa lipovih semen je bila 
124, 27 g. 
 
Slika 3: Oluščena lipova semena. 
 
3.2.1.2 POSTOPEK EKSTRAKCIJE  
Obe rastlinski olji smo pripravili na enak način. Najprej smo nabrana semena oluščili in jih 
zmleli v mlinčku. Zdrobljena semena smo presuli v litrsko erlenmajerico in jih prelili z n-
heksanom (razmerje semena : topilo = 1 : 3). Ekstrakcijo smo izvajali z ultrazvokom 20 
minut. Vsebino smo filtrirali preko filter papirja v drugo erlenmajerico in ponovno dodali 
heksan. Ta postopek smo ponovili trikrat. 
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Po spiranju s heksanom (slika 4) smo vsebino erlenmajerice zlili v bučko z okroglim dnom 
in odparili heksan pri povišani temperaturi in znižanemu tlaku (40˚C, 360 mbar oz. 36 kPa). 
Dobljeno olje smo shranili v manjšo bučko, ga prepihali z argonom in shranili v hladilniku 
do nadaljnje analize. 
 
Slika 4: Ekstrakcija lipovega olja. 
 
3.2.2 PEROKSIDNO ŠTEVILO 
Peroksidno število (Ip) nam pove, koliko peroksidov je v 1000 g olja. Podamo ga v meq 
aktivnega kisika (3). Postopek smo izvedli po navodilih Ph. Eur. 7.0 (Evropska 
Farmakopeja) in končni rezultat izračunali po spodnji enačbi (1). 
 
Enačba 1: Izračun peroksidnega števila (Ip). 
  
Ip = 
𝟏𝟎𝟎𝟎×(𝑽𝟏−𝑽𝟎)×𝒄
𝒎
 
c…..koncentracija natrijevega tiosulfata 
V0….volumen porabljenega natrijevega tiosulfata (vzorec) 
V1….volumen porabljenega natrijevega tiosulfata (slepa) 
m….masa vzorca 
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Mehanizem reakcije poteka tako, da peroksidi, ki so prisotni v olju sprostijo jod iz kalijevega 
jodida (slika 5). Nastali jod je v enakem razmerju, kot so peroksidi v olju in reagira naprej z 
natrijevem tiosulfatom ob indikatorju škrobovici (slika 5) Količina peroksidov v olju se nato 
preračuna, glede na porabo tiosulfata pri titraciji. 
 
Slika 5: Potek reakcije pri Ip (prirejeno po (32)). 
 
PRIPRAVA REAGENTOV 
• 0,01 M natrijev tiosulfat: zatehtali smo 3,16 g natrijevega tiosulfata in ga prenesli 
v dvolitrsko merilno bučo. Bučo smo dobro pretresli, da se je ves natrijev tiosulfat 
raztopil. 
• Nasičena raztopina kalijevega jodida (KI): prekuhali smo 200 mL prečiščene 
vode, da smo odstranili raztopljeni CO2. Nato smo zatehtali 148 gramov KI (topnost 
KI pri 25 ˚C je 148 g/100 mL vode (33)) in ga prenesli v 100-mililitrsko merilno 
bučko. Ohlajeno prečiščeno vodo smo nalili v bučko s KI do oznake 100 mL in 
stresali. Tudi po stresanju na ultrazvočni kadički so ostali kristali KI neraztopljeni. 
• Škrobovica R1: v čaši smo zavreli približno 500 mL prečiščene vode. Na tehtalni 
čolniček smo zatehtali 1,0 g škroba in ga prenesli v čašo, kjer smo ga raztopili v 
manjši količini mrzle prečiščene vode. V to čašo smo dodali 200 mL vrele prečiščene 
vode in 0,25 g salicilne kisline. Celotno zmes smo vreli še 3 min. Škrobovico smo 
ohladili in jo prelili v bučko, jo zaprli in dobro povili z aluminijasto folijo. 
Shranjevali smo jo v hladilniku (uporabno 2 do 3 tedne). 
METODA B 
V Ph. Eur. 7 in v znanstvenih člankih ter analiznih certifikatih proizvajalcev proučevanih olj 
(31, 34, 35, 36) smo najprej preverili, kakšne so pričakovane vrednosti peroksidnega števila 
pri izbranih rastlinskih oljih (preglednica 7). Potrebne mase vzorcev olj za izvedbo postopka 
so prav tako navedene v preglednici 2. 
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Preglednica 2: Pričakovane vrednosti peroksidnega številka (IP) (1). 
PRIČAKOVANA VREDNOST Ip MASA VZORCA (g) 
0–12 2,00–5,00 
12–20 1,20–2,00 
20–30 0,80–1,20 
 
V 250-mililitrsko erlenmajerico s širokim vratom smo zatehtali ustrezno maso olja, in sicer 
glede na pričakovano vrednost peroksidnega števila.  
Vzorcu smo nato dodali 50 mL zmesi izooktana in brezvodne ocetne kisline (zmes smo 
pripravili v razmerju 2 : 3). Mešali smo toliko časa, da se je raztopilo vse olje. Nato smo s 
pipeto dodali 0,5 mL KI, pokrili z aluminijasto folijo in pustili stati 60 ± 1 s. Po 60 s smo 
močno premešali in nato dodali 30 mL prečiščene vode. Zmes smo titrirali z raztopino 
natrijevega tiosulfata, ki smo ga dodajali počasi, dokler ni rumena barva skoraj izginila. Nato 
smo dodali 10 kapljic škrobovice (pojavilo se je šibko rjavo obarvanje, namesto modrega, 
zaradi obarvanosti olj). Sledilo je dodajanje natrijevega tiosulfata po kapljicah, dokler ni 
zmes postala brezbarvna. Vsak vzorec olja smo analizirali v treh ponovitvah (slika 6). Na 
začetku smo pripravili tudi slepo raztopino, ki je vsebovala vse našteto, razen olja. Poraba 
natrijevega tiosulfata pri slepi raztopini ni smela presegati 0,1 mL. Peroksidno število smo 
izračunali po enačbi 1. 
 
Slika 6: Določevanje peroksidnega števila lanenemu olju. 
 
3.2.3 JODNO ŠTEVILO 
Jodno število (II) nam pove, koliko gramov joda se veže na 100 g olja (3). Jodno število 
izračunamo po spodnji enačbi (enačba 2) (1). 
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Enačba 2: Izračun jodnega števila (Ii). 
 
Reakcija (slika 7) te jodometrične titracije poteka tako, da najprej dodamo ICI, kjer se jod 
veže na nenasičena mesta v strukturi maščobnih kislin. Preostali nereagirani ICI reagira z 
KI, kjer nastane jod, ki vstopa v reakcijo s tiosulfatom. Tako preko povratne titracije 
določimo količino vezanega joda v olju. 
 
Slika 7: Reakcija pri Ii (prirejeno po (32)). 
  
Ii = 
𝟏,𝟐𝟔𝟗×(𝒏𝟏−𝒏𝟎)
𝒎
 
n1….volumen porabljenega natrijevega tiosulfata (vzorec) 
n0….volumen porabljenega natrijevega tiosulfata (slepa) 
m….masa vzorca 
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PRIPRAVA REAGENTOV 
• Kalijev jodid (KI) R (100 g/L): v 200-mililitrsko bučko smo zatehtali 20,0 g KI. S 
prečiščeno vodo smo napolnili bučko do oznake, zamašili in bučko dobro pretresli, 
da se je KI raztopil. Bučko smo ovili z aluminijasto folijo. 
• Jodov klorid (ICl) R: v digestoriju smo najprej s sušilcem za lase segrevali ICl 
toliko časa, da se je ves utekočinil. V 500-mililitrsko bučko smo s plastično kapalko 
prenesli 7,0 g ICl. Do oznake smo zapolnili z brezvodno ocetno kislino, bučko 
zamašili in pretresli, da se je ves ICl raztopil. Bučko smo ovili z aluminijasto folijo. 
• 0,1 M natrijev tiosulfat: v čašo smo natehtali 31,62 g natrijevega tiosulfata, ga 
stresli v dvolitrsko merilno bučo in dopolnili do oznake s prečiščeno vodo. Bučo smo 
zamašili s plastičnim zamaškom in stresali toliko časa, da se je ves natrijev tiosulfat 
raztopil. 
• Škrobovica R1: v čašo smo nalili približno 600 mL prečiščene vode in jo zavreli. V 
tehtalni čolniček smo zatehtali 2,5 g škroba in ga prenesli v drugo čašo, v katero smo 
nalili manjšo količino mrzle prečiščene vode. Premešali smo s stekleno palčko in 
dodali 500 mL vrele prečiščene vode ter 0,625 g salicilne kisline. Čašo smo postavili 
na kuhalnik in celotno zmes smo vreli še 3 min. Počakali smo, da se je škrobovica 
ohladila, jo prelili v bučko, zamašili in ovili z aluminijasto folijo. Tako pripravljena 
škrobovica je ob shranjevanju v hladilniku uporabna od 2 do 3 tedne. 
METODA B 
Najprej smo iz različnih literaturnih virov (znanstveni članki in analizni certifikati (30, 
35, 36) ter Ph. Eur. 7.0) pridobili podatke o vrednostih jodnega števila (preglednica 8) 
za preiskovana olja. S pomočjo Ph. Eur. 7.0 smo nato na podlagi pričakovanih vrednosti 
v preglednici določili, kolikšno maso vzorca moramo zatehtati (preglednica 3).  
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Preglednica 3: Zatehtana masa glede na vrednost jodnega števila (II) (1). 
PRIČAKOVANA 
VREDNOST II 
MASA (g) 
(ustreza presežku 150 % ICl) 
MASA (g) 
(ustreza presežku 100 % ICl) 
JODOKLORID 
(ICl) (mL) 
<3 10 10 25 
3 8,4613 10,5760 25 
5 5,0770 6,3460 25 
10 2,5384 3,1730 20 
20 0,8461 1,5865 20 
40 0,6346 0,7935 20 
60 0,4321 0,5288 20 
80 0,3173 0,3966 20 
100 0,2538 0,3173 20 
120 0,2115 0,2644 20 
140 0,1813 0,2266 20 
160 0,1587 0,1983 20 
180 0,1410 0,1762 20 
200 0,1269 0,1586 20 
 
V 250-mililitrsko erlenmajerico s širokim vratom smo zatehtali med 0,15 g in 10 g vzorca 
(največ je bilo potrebno natehtati pri kokosovem olju). Olju smo dodali 15 mL cikloheksana 
in ocetne kisline v razmerju 1 : 1 in mešali toliko časa, da se je vzorec raztopil. Zmesi smo 
po kapljicah dodajali 20,0 mL ICl R, zatesnili erlenmajerico s parafilmom, ovili z 
aluminijasto folijo in vse skupaj postavili na temno v omaro za 30 min. Vsakih 5 minut smo 
zmes premešali. Po pretečenem času smo z avtomatsko pipeto dodali 10 mL raztopine 
kalijevega jodida in 100 mL prečiščene vode. Titrirali smo z 0,1-molarno raztopino 
natrijevega tiosulfata, dokler rumena barva ni skoraj izginila. Nato smo dodali 5 mL 
škrobovice in zopet titrirali, a tokrat počasi, po kapljicah, dokler ni vijoličasta barva zmesi 
izginila (slika 8). Vsak vzorec smo analizirali v treh ponovitvah. Pripravili smo tudi slepo 
raztopino, ki je vsebovala vse našteto, razen olja.  
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           (1.)                    (2.)                 (3.)                      (4.)                  (5.)  
      
Slika 8: Barvni prehodi pri ugotavljanju vrednosti jodnega števila: (1.) dodatek ICl, (2.) dodatek 
KI in vode,(3.) titracija pred dodatkom škrobovice, (4.) titracija po dodatku škrobovice, (5.) končna 
točka. 
 
3.2.4 KISLINSKO ŠTEVILO 
Kislinsko število (IA) nam pove, koliko mg kalijevega hidroksida (KOH) je potrebnih za 
nevtralizacijo prostih kislin, ki se nahajajo v 1 g olja (3). Vrednost kislinskega števila smo 
izračunali po spodnji enačbi (enačba 3) (1) : 
 
Enačba 3: Izračun kislinskega števila (IA). 
  
IA = 
𝟓,𝟔𝟏𝟎×𝒏
𝒎
 
n….volumen porabe natrijevega hidroksida 
m….masa vzorca  
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PRIPRAVA REAGENTOV 
• Fenolftalein R1: na tehtalni čolniček smo zatehtali 0,5 g fenolftaleina in ga prenesli 
v 50-mililitrsko merilno bučko. Bučko smo do oznake zapolnili s 96-odstotnim 
etanolom, jo zamašili in dobro pretresli, da se je ves fenolftalein raztopil. 
• 0,1 M natrijev hidroksid (NaOH): natehtali smo 8,0 g natrijevega hidroksida. V 
dvolitrsko bučo smo nalili manjšo količino prečiščene vode, v kateri smo raztopili 
ves NaOH. Po nastanku bistre raztopine smo bučko napolnili s prečiščeno vodo do 
oznake 2 L. 
METODA 
Najprej smo v 200-mililitrsko erlenmajerico s širokim vratom natehtali 10,0 g olja. Pripravili 
smo 50 mL 96-odstotnega etanola in petroletra R3 v razmerju 1 : 1. Tej zmesi smo dodali 
10 kapljic fenolftaleina R1 in titrirali z NaOH, dokler ni barva postala rožnata. Takrat je 
potekel proces nevtralizacije. Zmes smo nato nalili na vzorec in dobro premešali, da se je 
vse olje raztopilo, in zopet titrirali do nastanka čebulne barve (barva obstojna vsaj 15 s) (slika 
9). Vsak vzorec olja smo analizirali trikrat. Kislinsko število smo izračunali po enačbi 3. 
                                
Slika 9: Določanje kislinskega števila (IA): raztopljeno olje (levo) in končna točka titracije (desno). 
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3.2.5 ŠTEVILO MILJENJA 
Število miljenja (IS) nam pove, koliko mg KOH je potrebnih za nevtralizacijo prostih kislin 
v olju in hkrati, koliko je potrebnih za saponifikacijo estrov, ki so prisotni v 1 g olja (3). 
Število miljenja smo izračunali po naslednji enačbi (enačba 4) (1). 
Enačba 4: Izračun števila miljenja (IS). 
 
PRIPRAVA REAGENTOV 
• 0,5 M klorovodikova kislina (HCl): raztopino smo pripravljali v digestoriju. V 
dvolitrsko merilno bučo smo nalili manjšo količino prečiščene vode. Nato smo nalili 
83,1 mL HCl. Dobro smo premešali in nato dopolnili s prečiščeno vodo do oznake. 
• 0,5 M alkoholni KOH: natehtali smo 14,05 g kalijevega hidroksida in ga dodali v 
500-mililitrsko bučko, kamor smo predhodno nalili 25 mL prečiščene vode. Dobro 
smo premešali, da se je ves KOH raztopil in nato dopolnili do oznake s 96-odstotnim 
etanolom. Še enkrat smo dobro premešali, da je nastala bistra raztopina brez 
motnosti. 
• Fenolftalein R1: na tehtalni čolniček smo natehtali 2,0 g fenolftaleina. Prenesli smo 
ga v 200-mililitrsko merilno bučko in napolnili do oznake s 96-odstotnim etanolom. 
Bučko smo zatesnili z zamaškom in dobro pretresli, da je nastala bistra raztopina. 
  
IS = 
𝟐𝟖,𝟎𝟓×(𝒏𝟎−𝒏𝟏)
𝒎
 
n0….volumen porabe klorovodikove kisline (slepa) 
n1….volumen porabe klorovodikove kisline (vzorec) 
m….masa vzorca  
Mateja Novak  Magistrska naloga 
26 
 
METODA 
V 250-mililitrsko erlenmajerico z obrusom smo natehtali od 1 do 3 g olja (glede na 
pričakovane vrednosti saponifikacijskega števila (preglednica 10). Nato smo nalili z 
merilnim valjem 25,0 mL alkoholnega KOH. V bučko smo dali magnetno mešalo. Vse 
skupaj smo segrevali 30 min pod refluksom (slika 10). Po pretečenem času smo dodali s 
pipeto 1 mL fenolftaleina (nastanek vijoličaste barve) in titrirali še vroče z 0,5-molarno HCl 
toliko časa, da je vijoličasta barva izginila. Za vsako olje smo naredili tri ponovitve in slepi 
preizkus. V spodnji preglednici je zapisana potrebna masa glede na pričakovano vrednost 
saponifikacijskega števila (preglednica 4). 
 
Slika 10: Segrevanje pod refluksom. 
 
Preglednica 4: Zahtevane mase vzorca glede na pričakovano vrednost števila miljenja (IS) (1). 
PRIČAKOVANE VREDNOSTI IS MASA VZROCA (g) 
<3 20 
3–10 12–15 
10–40 8–12 
40–60 5–8 
60–100 3–5 
100–200 2,5–3 
200–300 1–2 
30–400 0,5– 1 
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3.2.6 HIDROKSILNO ŠTEVILO (METODA A) 
Hidroksilno število (IOH) izraža, koliko mg KOH je potrebnih za nevtralizacijo kisline, ki je 
nastala pri acetiliranju v 1 g olja (3). Izračunali smo ga po enačbi 5 (1). 
Enačba 5: Izračun hidroksilnega števila (IOH). 
 
PRIPRAVA REAGENTOV 
• Acetanhidrid R1: z merilnim valjem smo odmerili 50,0 mL acetanhidrida in ga 
nalili v 200-mililitrsko merilno bučko. Do oznake smo razredčili s piridinom. Bučko 
smo zamašili s steklenim zamaškom in dobro premešali, da je nastala bistra 
raztopina. Reagent smo ovili z aluminijasto folijo. Vsak dan smo ga pripravili 
svežega. 
• Fenolftalein R1: v 200-mililitrsko merilno bučko smo zatehtali 2,0 g fenolftaleina. 
Do oznake 200 mL smo dopolnili s 96-odstotnim etanolom. Bučko smo zamašili in 
dobro premešali, da je nastala bistra raztopina. 
• 0,5 M alkoholni KOH: natehtali smo 28,06 g KOH in ga prenesli v litrsko merilno 
bučo, kamor smo predhodno nalili 50 mL prečiščene vode. Dobro smo mešali, da se 
je ves KOH raztopil in nato dopolnili do oznake s 96-odstotnim etanolom. Bučo smo 
zamašili in dobro pretresli, da je nastala bistra raztopina, brez motnosti.  
 
  
IOH = 
𝟐𝟖,𝟎𝟓×(𝒏𝟎−𝒏𝟏)
𝒎
 + IA 
n0….volumen porabe klorovodikove kisline (slepa) 
n1….volumen porabe klorovodikove kisline (vzorec) 
m….masa vzorca  
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METODA A 
Pri tej metodi smo uporabljali nevtralizirani etanol. Dobili smo ga tako, da smo etanolu 
dodali 5 kapljic fenolftaleina. V primeru nastanka bledo rožnate barve je etanol, primeren za 
uporabo, sicer smo titrirali s KOH do rožnate barve (slika 11). Etanol vsebuje kislinske 
ostanke, če se po dodatku fenolftaleina ni obarval (38). 
 
Slika 11: Nevtralizirani etanol. 
 
V 150-mililitrsko erlenmajerico z obrusom smo natehtali 2,0 g vzorca. Maso smo določili 
glede na pričakovano vrednost IOH za posamezno olje. Olju smo nato dodali 5,0 mL 
acetanhidrida R1 (glede na pričakovano vrednosti hidroksilnega števila (preglednica 5) in na 
obrus smo dali zračni hladilnik. Eno uro smo segrevali na vodni kopeli pri približno 100˚C 
(slika 12). V kopel smo nalili toliko vode, da je segala vsaj 2,5 cm nad gladino zmesi v 
erlenmajericah. Po segrevanju smo zmes ohladili in skozi zračni hladilnik nalili 5 mL 
prečiščene vode. V vseh primerih se je pojavila motnost po dodatku prečiščene vode, zato 
smo dodali še 10 mL, stresali in zmes segrevali še 10 min na vodni kopeli. Zmes smo ohladili 
in sprali stene hladilnika in erlenmajerice s 5 mL 96-odstotnega etanola. Vzorcu smo dodali 
5 kapljic fenolftaleina R1 in titrirali z alkoholno raztopino kalijevega hidroksida. Končna 
točka titracije je nastanek čebulne barve. Vsako olje smo analizirali trikrat in pripravili smo 
tudi slepi preizkus. Vrednost smo izračunali z enačbo 5. 
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Preglednica 5: Zahtevana masa vzorca glede na pričakovano vrednost hidroksilnega števila (IOH) 
(1). 
PRIČAKOVANA VREDNOST IOH MASA VZORCA (g) V ACETANHIDRIDA (mL) 
10–100 2,0 5,0 
100–150 1,5 5,0 
150–200 1,0 5,0 
200–250 0,75 5,0 
250–300 0,60 ali 1,20 5,0 ali 10,0 
300–350 1,0 10,0 
350–700 0,75 15,0 
700–950 0,5 15,0 
 
 
Slika 12: Segrevanje na vodni kopeli. 
 
3.2.7 ESTRSKO ŠTEVILO 
Estrsko število (IE) nam pove, koliko mg KOH je potrebnih za saponifikacijo estrov, ki se 
nahajajo v 1 g olja (3) (1). 
METODA 
Estrsko število smo izračunali s pomočjo saponifikacijskgea (IS) in kislinskega (IA) števila 
po enačbi 6 (1). 
Enačba 6: Izračun estrskega števila (IE). 
  
IE= IS - IA 
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3.2.8 IZOLACIJA NEUMILJIVIH SNOVI 
Neumiljive snovi, ki so v oljih in maščobah, so tiste snovi, ki ne nastopajo v reakcijah 
saponifikacije skupaj z alkalnimi hidroksidi in jih lahko izoliramo iz olja z dietiletrom (39).  
Metodo smo izvajali po navodilih, zapisanih v Ph. Eur. 8.0, z nekaj spremembami v 
postopku. V bučke z vzorci nismo dodali 1,0 mg holesterola, saj so predhodne raziskave 
pokazale, da izgube holesterola v različnih korakih izvedbe postopka niso pomembne, prav 
tako nismo dodali acetona preostankom v bučkah (2). 
 
PRIPRAVA REAGENTOV 
• 2 M etanolna raztopina KOH: natehtali smo 240,015 g KOH in ga prenesli v 
dvolitrsko merilno bučo, kamor smo dodali 200 mL prečiščene vode. Dobro smo 
premešali, da se je vse raztopilo in dopolnili s 96-odstotnim etanolom do oznake. 
• Fenolftalein R1: natehtali smo 2,0 g fenolftaleina. Prenesli smo ga v 200-mililitrsko 
merilno bučko in napolnili do oznake s 96-odstotnim etanolom. Bučko smo zatesnili 
z zamaškom in dobro pretresli, da je nastala bistra raztopina. 
METODA 
V 250-mililitrsko bučko smo s kapalko natehtali 5,00 g olja. Z merilnim valjem smo odmerili 
50 mL 2 M etanolne raztopine KOH in jo nalili v bučko. Vanjo smo položili še magnetno 
mešalo. Na bučko smo pritrdili hladilnik in dali segrevati na grelno ploščo. Zmes smo 
segrevali 1 uro pri 60 ˚C in mešali pri 250 vrtljajih/min. Po segrevanju smo zmes ohladili v 
hladni vodni kopeli na sobno temperaturo. 
Najprej smo preverili peroksidno število dietiletra (po opisanem postopku pod poglavjem 
3.2.2). Peroksidno število je moralo biti 0, saj le to nakazuje, da je dietileter svež in ni prišlo 
do oksidacije. 
Poskus smo nadaljevali v digestoriju. Vsebino bučke smo prelili v litrski lij ločnik in nato 
dodali 100 mL prečiščene vode in 100 mL dietiletra. Lij ločnik smo previdno stresali 1 min 
in po pretečenem času pustili, da se vodna in etrna faza popolnoma ločita. Pri tem smo morali 
biti pazljivi, da nismo stresali preveč močno, ker je pri tem nastala emulzija, pri kateri je 
ločitev faz težavnejša. Po ločitvi faz smo etrno fazo odlili v čašo in jo pokrili z aluminijasto 
folijo. Vodni fazi smo dodali 100 mL dietiletra, stresali 1 min in počakali, da se fazi ločita. 
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Etrno fazo smo odlili v čašo. Vodni fazi smo dodali novih 100 mL in ponovili postopek 
stresanja. Združene etrne faze smo prelili nazaj v lij ločnik.  
Združenim etrnim fazam smo dodali 40 mL prečiščene vode in ponovno stresali 1 min. 
Počakali smo, da sta se fazi popolnoma ločili. Vodno fazo smo zavrgli, etrni fazi pa smo 
zopet dodali 40 mL prečiščene vode in postopek stresanja ponovili. Po odlitju vodne faze 
smo etrni fazi dodali 40 mL raztopine KOH (30 g/L), stresali 1 min, počakali na ločitev faz 
in zavrgli vodno fazo. Etrni fazi smo še zadnjič dodali 40 mL prečiščene vode in ponovili 
postopek stresanja. Postopek, ki je opisan v tem odstavku, smo ponovili trikrat. 
Etrno fazo smo spirali večkrat s 40 mL prečiščene vode. Spirali smo toliko časa, da vodna 
faza ni bila več bazična (po dodatku fenolftaleina se ni pojavilo rožnato obarvanje) (40). 
Potrebnih je bilo 3 do 7 spiranj.  
Etrno fazo smo prelili v predhodno stehtano 500-mililitrsko bučko. Lij ločnik smo dobro 
sprali z dietiletrom in prenesli v bučko. Eter smo iz bučke odparili pod znižanim tlakom 
(slika 13). Odparjeno topilo smo shranjevali za uporabo v naslednjih izolacijah. Po 
končanem postopku smo bučke ponovno stehtali in preračunali končno maso neumiljivega 
dela.  
 
Slika 13: Postopek odparevanja pod znižanim tlakom. 
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3.2.9 TEST ZA DOLOČANJE KISLIN V IZOLIRANIH NEUMILJIVIH SNOVEH 
Test za določanje kislin v preostanku (preostanek predstavljajo izolirane neumiljive snovi) 
smo izvedli zato, da smo preverili uspešnost izolacije neumiljivih snovi iz olja (40). 
Eno bučko, ki je vsebovala preostanek vsakega olja, tj. neumiljivi del, smo testirali na 
vsebnost kislin v preostanku. Vzorec se je obarval vijoličasto, če je bila izolacija uspešno 
izvedena (slika 14) (40). Neumiljivi del ostalih dveh pa smo ponovno raztopili v dietiletru 
in ju združili ter odparili dietileter. Združena neumiljiva dela smo prepihali z argonom, 
bučko zamašili z zamaškom in ovili s parafilmom. Shranili smo jo v hladilniku za nadaljnje 
analize.  
 
PRIPRAVA REAGENTOV 
• Fenolftalein R1: uporabili smo raztopino fenolftaleina, ki smo jo uporabili pri 
določevanju estrskega števila. 
• 0,1 M etanolna raztopina NaOH: najprej smo pripravili raztopino natrijevega 
hidroksida R. Raztopili smo 42 g NaOH v prečiščeni vodi in razredčili do 100 mL. 
V 250 mL brezvodnega etanola smo dodali 3,3 g raztopine NaOH. 
METODA 
Preostanek v bučki smo raztopili v 20 mL etanola in nato dodali 3 kapljice fenolftaleina. 
Dodali smo do največ 0,2 mL 0,1-molarne etanolne raztopine NaOH. Opazovali smo 
spremembo barve: če smo dodali manj kot oziroma 0,2 mL 0,1-molarne etanolne raztopine 
NaOH, in se je pojavilo vijoličasto obarvanje. V tem primeru je bila izolacija uspešna (slika 
14). V primeru, da smo morali dodati več kot 0,2 mL 0,1-molarne etanolne raztopine NaOH, 
da se je pojavilo vijoličasto obarvanje oziroma se obarvanje sploh ni pojavilo, izolacija 
neumiljivih snovi iz rastlinskega olja ni bila uspešna. 
Preostanke smo združili v manjše bučke in jih dobro prepihali z argonom. Bučke z okroglim 
dnom smo zatesnili in jih ovili s parafilmom ter jih shranili v hladilniku. Na ta način smo 
zagotovili, kar se da inertne pogoje za shranjevanje vzorcev, ki smo jih kasneje analizirali z 
GC-MS. 
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Slika 14: Uspešno izvedena izolacija neumiljivega dela. 
 
3.2.10 DERIVATIZACIJA NEUMILJIVIH SNOVI IN PLINSKA 
KROMATOGRAFIJA Z MASNO SPEKTROMETRIJO 
 
PRIPRAVA METILNIH ESTROV MAŠČOBNIH KISLIN (FAMEs) 
Metilni estri ali FAMEs (fatty acid methyl esters) so vrsta estrov, ki jih pridobivamo z 
enostopenjsko transesterifikacijo maščobnih kislin z metanolom (41). Najprej smo v 10-
mililitrske vsebnike z navojem zatehtali 0,15 g olja (naredili smo 3 ponovitve za vsak 
vzorec). Nato smo pripravili raztopino internega standarda, kjer smo raztopili 10 mg 
pentadekanojske kisline (C15:0) v 5 mL metanola. Raztopino internega standarda smo 
uporabili za kalibracijo in za določitev vsebnosti maščobnih kislin v posameznem olju.. 
Raztopino smo prepihali z dušikom. 
Sledil je postopek bazičnega in kislinskega kataliziranja (KOCH3/HCl). Olje smo zmešali 
skupaj z 1 mL raztopine 10 mg/ 5 mL C15:0 v metanolu in dodali 2 mL n-heksana in 1 mL 
dvomolarne metanolne raztopine KOH. Vsebnike smo zaprli in jih dobro stresali 30 s. Po 
stresanju smo jih dali na vodno kopel (70 ˚C) za 2 min in nato dodali 1,2 mL enomolarne 
HCl ter dobro premešali. Počakali smo, da sta se fazi ločili in nato smo dodali 1 mL n-
heksana. Zgornjo fazo s FAMEs smo odpipetirali v viale za analizo z GC-MS (slika 15). 1 
μL tako pripravljene raztopine smo injicirali v aparaturo. 
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Slika 15: Priprava vzorcev za analizo z GC-MS (levo) in naprava GC-MS (desno). 
 
GC-MS 
Plinska kromatografija je separacijska metoda, pri kateri se molekule preiskovanega analita 
porazdeljujejo med inertno fazo (plin), ki jo v našem primeru predstavlja helij in stacionarno 
fazo, ki je lahko v tekočem ali trdnem stanju. Plinska kromatografija je pogosto sklopljena 
z masnospektrometrijo. S pomočjo teh dveh analiznih tehnik nam omogočata kvalitativno in 
kvantitativno določitev komponent v vzorcu.  
Vzorec injiciramo v segreti injektor, kjer se posamezne komponente vzorca uparijo in nato 
potujejo z nosilnim plinom po koloni. Komponente se nato porazdeljujejo med stacionarno 
in mobilno fazo, kjer nato na podlagi zadrževanja na stacionarni fazi določimo retencijske 
čase. V tej fazi je potekla ločitev komponent, da pa jih lahko detektiramo, mora biti plinski 
kromatograf sklopljen z detektorjem – v našem primeru je bil to masni detektor. Posamezne 
komponente vzorca so najprej izpostavljene ionizaciji. Ioni, ki nastanejo, potujejo do 
masnega analizatorja, kjer se ločijo glede na razmerje med maso in nabojem (m/z). Po poteku 
ionizacije molekule razpadejo na več delov, ki nato potujejo skozi masni analizator. 
Analizatorjev je več vrst, a najbolj so v uporabi kvadrupolni analizator, analizator TOF (time 
of flight), ionska past in Orbitrap. Ioni, ki imajo različno m/z, pripotujejo do detektorja 
(navadno elektronska pomnoževalka), kjer jih ta pretvori v električni signal. Detektor je 
povezan z računalnikom, kjer signal obdela in kot končni rezultat dobimo masni spekter 
(32). 
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Raztopine neumiljivih snovi, ki smo jih pridobili s postopkom, opisanim zgoraj, smo 
analizirali s pomočjo aparata GC-MS (QP2010 Ultra, Shimadzu Corporation) (slika 15) s 
predhodno razvito metodo (Grmek, 2016)(40). 
Kromatografske razmere:  
• Sistem: GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonska) 
• Kolona: nepolarna kapilarna, Rxi-5Sil MS, 30 m × 0,25 mm, df = 0,25 µm, SF: 1,4-
bis(dimetilsiloksi)fenilendimetilpolisiloksan (Restek, Bellefonte, Pensilvanija, 
ZDA) 
• Računalniški program: GCMS Solution 4.2 (Shimadzu Corporation, Kyoto, 
Japonska) 
• Podatkovni GC-MS knjižnici: NIST 14 in FFNSC 3 (obe Shimadzu Corporation, 
Kyoto, Japonska) 
• Nosilni plin: helij 
• Pretok plina: 1 mL/min (linearna hitrost) 
• Način injiciranja: »split« 1 : 100 
• Temperaturni program: 40→300 °C (3 °C/min), 300 °C (5 min) 
• Temperatura injektorja: 250 °C 
• Temperatura ionskega izvora: 200 °C 
• Temperatura vmesnika: 300 °C 
• Volumen injiciranja: 1 µL 
• Napetost na detektorju: 1 kV 
• Način ionizacije: EI 
• Energija ionizacije: −70 eV 
• Frekvenca zajemanja podatkov: 5 Hz 
• Območje merjenja relativne molekulske mase (m/z): 40–400 
• Vklop filamenta pri 3,8 min 
• Začetek snemanja pri 4,0 min 
• Celoten čas analize: 91,7 min 
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3.2.11 ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST IZBRANIH RASTLINSKIH OLJ 
Z določevanjem antioksidativne aktivnosti oz. potenciala (AOP) dobimo posreden podatek 
o vsebnosti antioksidantov v rastlinskem olju. Izračunali smo ga s pomočjo enačbe 7.    
Enačba 7: Izračun antioksidativnega potenciala (AOP). 
 
Višja kot je vrednost AOP, večja je vsebnost antioksidantov v rastlinskem olju. Postopek 
smo izvedli po predhodno razviti metodi (42).  
 
PRIPRAVA REAGENTOV 
• Topilo: V čaši smo zmešali metanol in 2-butanon v razmerju 1 : 1 (pripravili smo 
skupno 300 mL topila). Tako pripravljeno topilo smo uporabljali pri pripravi vseh 
nadaljnjih raztopin. Topilo je bilo hkrati tudi naša slepa raztopina. 
• 0,04 % raztopina 2,2-difenil-1-pikrazilhidrazilnega radikala (DPPH): Zatehtali 
smo 4 mg črnega prahu DPPH na tehtalni čolniček, ga prenesli v 100-mililitrsko 
merilno bučko in ga raztopili v 100 mL topila. Raztopino smo nemudoma ovili z 
aluminijasto folijo, saj je reagent zelo neobstojen na svetlobi. Vsak dan smo ga 
pripravili svežega. 
• 1 mg/mL raztopina galne kisline: Naša kontrolna raztopina je bila raztopina galne 
kisline. Kontrolo smo pripravili tako, da smo natehtali 10 mg galne kisline v plastično 
epruveto in prilili 10 mL topila. Galno kislino smo shranjevali v hladilniku. 
  
AOP (%) = ((ASL – Avz) / (ASL – Ak)) × 100 
ASL….absorbanca (slepa) 
AK….absorbanca (kontrola) 
AVZ….absorbanca (vzorec) 
 
 
Mateja Novak  Magistrska naloga 
37 
 
METODA 
Poskus smo izvedli po predhodno razviti metodi (42). Vzorce izbranih olj smo pripravili v 
plastičnih mikrocentrifugirkah. Natehtali smo 5 mg izbranega olja in ga raztopili v topilu. 
Nato smo odpipetirali 40 µL dobljene raztopine in dodali 1 mL radikala DPPH. Za vsako 
olje smo izvedli tri ponovitve. 
Za analizo na spektrofotometru UV/VIS smo odpipetirali 40 µL slepe raztopine in 40 µL 
kontrolne raztopine ter vsaki raztopini dodali 1 mL radikala.  
Tako pripravljeno raztopino smo takoj ovili v aluminijasto folijo in jo postavili na temno. 
Počakali smo 30 minut, da je potekla reakcija. Nato smo vsebino iz mikrocentrifugirke prelili 
v kiveto (d = 1 cm) in analizirali na spektrofotometru UV/VIS pri 517λ. Nato smo izračunali 
povprečje treh meritev in izračunali AOP po enačbi 7. 
OPIS REAKCIJSKE SHEME 
 
Slika 16: Reakcija antioksidanta z DPPH (prirejeno po (43)). 
 
DPPH je stabilen dušikov radikal, ki je v obliki temno vijoličastega prahu. Na enem 
dušikovem atomu ima prosti elektron, ki je delokaliziran po celotni molekuli. DPPH ima 
absorbcijski maksimum pri 520 nm (44). 
Na sliki 16 vidimo, da je potreben donor vodikovega atoma, da lahko DPPH preide v svojo 
reducirano obliko (44). Donorje vodikovih atomov v našem primeru predstavljajo 
antioksidanti, ki se nahajajo v rastlinskem olju. Pri prehodu DPPH v reducirano obliko 
spremeni molekula barvo v bledo rumeno (45). Rumeno obarvanje daje vez dveh dušikov 
(hidrazinski del) (46). 
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Metoda ugotavljanja antioksidativne aktivnosti s pomočjo DPPH je hitra, enostavna in 
relativno poceni. Metode nismo validirali, ker nas je zanimala okvirna vrednost o aktivnosti 
antioksidantov. Metoda je sicer široko uporabljana, a težko primerjamo rezultate med 
posameznimi laboratoriji in raziskavami, ker ni enotno validirana in standardizirana. Razlike 
se tako lahko pojavijo zaradi različno uporabljenih topil, pH-ja in standardov. Težavo lahko 
predstavljajo tudi karotenoidi, saj absorbirajo pri absorpcijskem maksimumu DPPH (44, 45). 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
4.1 EKSTRAKCIJA LIPOVEGA IN OGNJIČEVEGA OLJA 
Osnovni podatki o masi semen in volumnu ekstrahiranega olja so zbrani v preglednici 6. Za 
uporabo heksana pri ekstrakciji smo se odločili zato, ker je učinkovito in relativno varno 
topilo za uporabo, ki ne zahteva ostrih pogojev odparevanja (vrelišče 65 ˚C (25)) in daje 
dober izkoristek ekstrakcije (47).  
 
Preglednica 6: Podatki o rastlinskem materialu in dejavnikih ekstrakcije. 
VRSTA SEMEN NAHAJALIŠČE MASA SEMEN 
(g) 
MASA OLJA (g) IZKORISTEK 
(%) 
Lipova semena Kamenče 124,27 18,39 14,80 
Semena ognjiča Ljubljana 51,45 6,67 12,96 
 
Izkoristek ekstrakcije je bil za obe olji približno 15 %. Predhodne ekstrakcije lipovega olja 
so dale izkoristke med 7 in 11 % (48). Za ognjičevo olje smo našli podatek, da vsebujejo 
semena med 13,6 in 21,7 % olja (29). Zaključujemo, da smo dobili pri obeh oljih primerljive 
vrednosti s prejšnjimi poskusi.  
Pridobljene vrednosti količine olja lahko primerjamo z vsebnostjo olja v ostalih semenih. 
Največji odstotek, to je 50 % (4) olja, vsebujejo makova semena, sledijo lanena semena, ki 
vsebujejo 30 do 45 % olja (4). Semena kokosa vsebujejo 30 % olja (4), po vsebnosti olja 
sledijo semena granatnega jabolka, ki vsebujejo približno 22 % olja (4). Semena oljke imajo 
zelo variabilno vrednost olja, od 6 do 30 % (4). Na takšno raznolikost vplivajo številni 
dejavniki, predvsem rastlinska vrsta, rastišče, geografska lokacija, podnebje in pogoji rasti. 
Najmanjšo količino olja med primerjanimi vsebujejo lipova in ognjičeva semena (okrog 15 
% v našem poskusu). 
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4.2 PEROKSIDNO ŠTEVILO (METODA B) 
S IP ugotavljamo oksidativno kakovost olja. Večja kot je vrednost, bolj je bilo olje podvrženi 
oksidaciji, kar pomeni, da je olje bolj žarko (1).  
Rezultati in zahtevane vrednosti so zbrani v spodnji preglednici 7. IP smo podali kot 
povprečno vrednost treh ponovitev. Oznaki (+) in (–) nakazujeta na ustreznost olja: (+) 
pomeni, da olje ustreza zahtevam pridobljenih iz literature, v nasprotnem primeru pa, da 
vzorec ni ustrezen. Oznaka (/) pomeni, da IP nismo ugotavljali. 
 
Preglednica 7: Dobljene povprečne in zahtevane vrednosti peroksidnega števila (Ip) za posamezna 
olja. 
VZOREC OLJA Ip (meq/kg) RSD (%) PRIČAKOVANE 
VREDNOSTI 
USTREZNOST 
NAŠIH 
VZORCEV 
Laneno olje 1,3 0,46 < 15,0 (1) + 
Lipovo olje 19,3 - <10,0 - 
Olje granatnega 
jabolka 
4,2 2,51 <10 (31) + 
Ognjičevo olje / / 31,25 (35) / 
Kokosovo olje 0,6 3,60 < 5,0 (1)  + 
Makovo olje 2,5 0,80 <10,0 (36) + 
Olivno olje 2,7 6,90 < 20,0 (1) + 
 
Pri ugotavljanju IP bolj obarvanim oljim, kot so laneno, lipovo olje in olje granatnega jabolka 
smo imeli veliko težav pri določevanju spremembe barve, zaradi intenzivno rumene barve 
samega olja. To se je odrazilo tudi v večji relativni standardni deviaciji meritev. Makovemu 
olju smo najlažje določili peroksidno število, saj olje ni intenzivno obarvano in smo lažje 
opazili spremembo barve in motnost. Kokosovo olje je prav tako brezbarvno, zato bi 
pričakovali, da bo določitev IP najlažja zaradi enostavne določitve spremembe barve. V 
našem primeru je RSD previsok, verjetno zaradi pretitriranja vzorcev.  
Ugotovili smo, da je večina olj ustreznih glede na zahteve, ki so zapisane v Ph. Eur. 7.0 
oziroma so vrednosti primerljive z vrednostmi, ki so jih dobili v študijah, analiznih 
certifikatih. 
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Pri ugotavljanju IP lipovemu olju smo zaradi majhne količine olja naredili samo eno 
ponovitev in ne treh. Dobljena vrednost znaša 19,3, ki pa je nekoliko previsoka. Olje je bilo 
sveže ekstrahirano, zato je skoraj nemogoče, da bi v kratkem času od ekstrakcije do analize 
(nekaj dni) postalo žarko oz. oksidiralo do take mere, da bi bil IP visok. Olje smo ustrezno 
shranjevali, zaščiteno pred svetlobo, pri nizki temperaturi (v hladilniku), prepihanega z 
argonom in v dobro zaprtem vsebniku. Sklepamo lahko tudi, da lipova semena niso bila že 
predhodno žarka, saj so bila semena pri samem procesu luščenja videti popolnoma ustrezna 
in nepokvarjena. Najverjetneje je pri meritvi prišlo do napake v določanju končne točke 
titracije, saj je olje izrazito intenzivno obarvano. Rezultat ugotavljanja peroksidnega števila 
za lipovo olje je zato nerelevanten. Lahko pa bi preverjali IP lipovemu olju po drugi metodi, 
ki je zapisana v Ph. Eur. 7.0 in sicer metodi A. Ta metoda je ugodnješa kot metoda B, saj ne 
potrebujemo predhodno vedeti, kakšna je vrednost IP lipovega olja in posledično nam ni 
treba prilagajati, kakšno maso vzorca moramo nahtehtati. Metoda A ima namreč za vsa olja 
predpisano, da se natehta masa 5,00 g. Opisana metoda je zelo podobna metodi B, le da se 
pri metodi A namesto izooktana uporabi kloroform. Kloroform pa je potencialno nevaren, 
zato tudi nismo uporabili te metode. 
 
4.3  JODNO ŠTEVILO (METODA B) 
Jodno število  nam pove, koliko nenasičenih maščobnih kislin se nahaja v danem olju (3). 
Večja kot je vrednost II, večja je vsebnost nenasičenih maščobnih kislin v olju in s tem več 
nenasičenih vezi, zato je olje bolj nagnjeno k oksidaciji (3). 
Dobljene vrednosti in zahtevane vrednosti jodnega števila so navedene kot povprečje treh 
meritev in so zbrane v preglednici 8. Oznaki (+) in (-) nakazujeta na ustreznost naših 
vzorcev. 
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Preglednica 8: Dobljene povprečne in zahtevane vrednosti jodnega števila (II) za posamezna olja. 
VZOREC OLJA Ii 
(g/100 g olja) 
RSD (%) PRIČAKOVANE 
VREDNOSTI 
USTREZNOST 
NAŠIH 
VZORCEV 
Laneno olje 171 0,59 160-200 (1) + 
Lipovo olje 120 - 125-145* - 
Olje granatnega 
jabolka 
192 0,482 185-250 (49) + 
 
Ognjičevo olje 137 - okoli 143 (35) - 
Kokosovo olje 3,3 0,15 <3 (1) - 
Makovo olje 134 0,83 125-145 (37) + 
Olivno olje 81 0,767 75-95 (1) + 
* Ocenjena vrednost na podlagi podobnosti maščobnokislinske sestave. 
V lanenem olju so tri najbolj zastopane nenasičene maščobne kisline oleinska, linolna in α-
linolenska kislina (4). Rezultat, ki smo ga dobili, je znotraj meja, ki smo jih našli v literaturi. 
Rezultat, ki je zapisan v analiznem certifikatu, je malenkost višji (II=181), kot je 
eksperimentalno pridobljen rezultat (50), na kar bi lahko sklepali na nenatančnost pri samem 
postopku. 
Olje granatnega jabolka vsebuje precejšen delež nenasičenih maščobnih kislin, kot so 
punicinska kislina, linolna, linolenska in oleinska kislina (51), kar pomeni, da je bolj 
dovzetno za oksidacije V našem primeru vsebuje vzorec približno 80 % punicinske kisline, 
torej predstavljajo nenasičene maščobne kisline večinski delež, zato je tudi vrednost II =192  
temu primerna, saj je največja v primerjavi z ostalimi vrednostmi II olj. 
Kokosovo olje ima izmed vseh proučevanih olj najmanjšo vrednost (približno 3 %), saj 
večinoma vsebuje nasičene maščobne kisline, kar pomeni, da je kokosovo olje najbolj 
stabilno med vsemi testiranimi olji. Rezultat ustrezno odraža sestavo samega olja. 
Drugo najnižjo vrednost II med izbranimi olji ima olivno olje, vendar je po vrednosti 
nenasičenih kislin bližje ostalim oljem, kot kokosovemu, zato je vrednost II bližje 100. 
Vrednost je znotraj meja. 
Lipovemu in ognjičevemu olju smo določevali II samo v eni ponovitvi, zaradi majhne 
količine vzorca. Na podlagi podobne maščobnokislinske sestave lipovega in makovega olja 
(obe olji vsebujeta precejšen delež nenasičene linolne kisline, med 55 % in 70 %), smo 
sklepali, da naj bi lipovo olje imelo II približno enako makovemu. Določili smo II = 134. Za 
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ognjičevo olje prvotno nismo našli podatka o jodnem številu, zato smo vzeli najnižjo maso, 
ki je bila podana v preglednici predvidevane II (zatehtali smo 0,127 g) (1). Dobili smo 
vrednost II=137. V študiji, kjer so analizirali ognjičevo olje, smo našli, da so dobili 
eksperimentano vrednost II =143 (35). Naša dobljena vrednost je precej primerljiva s to 
vrednostjo, ki so jo dobili v omenjeni študiji. Sklepamo lahko, da smo ustrezno natehtali 
maso olja, in se lahko na manjše odstopanje sklicujemo zaradi variabilnost rastlinskega 
materiala. 
 
4.4 KISLINSKO ŠTEVILO 
Previsoka vrednost kislinskega števila nakazuje na porast prostih maščobnih kislin, kar 
pomeni, da je prišlo do cepitve estrskih vezi oziroma hidrolize trigliceridov. Do tega procesa 
pride zaradi neustreznega rokovanja z olji: visoka temperatura, izpostavitev svetlobi, vlagi, 
kisiku (52) in bakterijskim encimom (3). Pri hidrolizi nastanejo proste maščobne kisline. 
Vrednost pa je lahko večja tudi zaradi načina pridobivanja olja, recimo deviška olja imajo 
višjo vrednost kislinskega števila kot rafinirana (3). 
V preglednici 9 so zbrane dobljene in zahtevane vrednosti kislinskega števila izbranih olj. 
Oznaki (+) oziroma (-) kažeta na ustreznost vzorčnega olja. 
 
Preglednica 9: Dobljene povprečne in zahtevane vrednosti kislinskega števila (IA) za posamezna olja. 
VZOREC OLJA IA 
(mg/g) 
RSD (%) PRIČAKOVANE 
VREDNOSTI 
USTREZNOST 
NAŠIH 
VZORCEV 
Laneno olje 0,53 0,38 <4,5 (1) + 
Lipovo olje - - ni podatka ni podatka 
Olje granatnega 
jabolka 
3,56 1,01 <5 (49) + 
Ognjičevo olje - - ni podatka ni podatka 
Kokosovo olje 0,042 0,14 <0,5 (1) + 
Makovo olje 0,36 0,32 <1 (53) + 
Olivno olje 0,34 0,79 <2 (1) + 
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Lipovemu in ognjičevemu olju nismo ugotavljali kislinskega števila, saj nismo imeli 
zadostne količine. Predpostavili smo, da je njuno kislinsko število minimalno, saj smo ju 
sveže ekstrahirali in ustrezno shranjevali od ekstrakcije do analize, torej zaščitena pred 
svetlobo, na hladnem in temnem prostoru, ter dobro v dobro zaprtih vsebnikih. 
Dobljeno vrednost IA olja granatnega jabolka smo primerjali z vrednostjo, ki smo jo našli v 
analiznem certifikatu testiranega olja. Zahteva je zapisana, da mora biti manj kot 4, njihova 
eksperimentalna vrednost znaša IA=3,5 (31).Vrednost, ki smo jo pridobili pri poskusu, je 
enaka.  
Kokosovemu olju smo določili IA=0,042, dobljena vrednost pa je precej primerljiva z 
vrednostjo, ki je zapisana v certifikatu tega olja. IA v certifikatu znaša 0,1 (30). Opazili smo 
tudi, da je v certifikatu zapisana višja meja ustreznosti IA (IA<2 (30)), kot v Ph. Eur. 7.0, kjer 
je meja precej nižja (IA<0,5). Ugotovili smo, da je dovoljena vrednost v certifikatu zastarana, 
saj upošteva priporočila iz Ph. Eur. 2.5.1. (2008), ki že dolgo ni več v veljavi. 
Eksperimentalno dobljena vrednost ustreza obem zahtevam. 
Pri ostalih oljih smo dobili rezultate, ki so manjši od zahtevanih vrednosti, zato 
zaključujemo, da so olja ustrezna. 
 
4.5 ŠTEVILO MILJENJA 
Število miljenja nam omogoča primerjavo povprečnih dolžin verig maščobnih kislin. 
Vrednost je nižja, če je v olju več maščobnih kislin z daljšimi verigami, saj je manjše število 
karboksilnih skupin na enoto mase (3). Posledično porabimo manj KOH za saponifikacijo. 
Vrednost število miljenja niža tudi vsebnost neumiljivega dela, več kot ga je, manj je 
umiljivega dela in posledično je število miljenja nižje. Pri izolaciji neumiljivega dela smo 
dobili večinoma zelo majhno količino (pod 1 % ali okoli 1 %), zato sklepamo, da delež 
neumiljivega dela naših vzorcev bistveno ne vpliva na vrednost števila miljenja (3). 
Rezultati so zbrani v spodnji preglednici (preglednica 10). 
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Preglednica 10: Dobljene povprečne in zahtevane vrednosti števila miljenja (IS) za posamezna olja. 
VZOREC OLJA IS 
(mg/g) 
RSD (%) PRIČAKOVANE 
VREDNOSTI 
USTREZNOST 
NAŠIH VZORCEV 
Laneno olje 189 1,04 188-195 (1) + 
Lipovo olje - - ni podatka ni podatka 
Olje granatnega jabolka 187 1,54 182-192 (49) + 
Ognjičevo olje - - ni podatka ni podatka 
Kokosovo olje 265 2,80 250-265 (54) - 
Makovo olje 198 0,31 185-205 (55) + 
Olivno olje 195 0,19 184-196 (54) + 
 
Ognjičevemu in lipovemu olju nismo določili IS zaradi premajhnih količin obeh olj.  
Večina testiranih olj ustreza zahtevam, manjše odstopanje je prisotno le pri kokosovem olju. 
Ugotovili smo, da so naša olja večinoma vsebovala maščobne kisline, ki imajo med 16 in 18 
C-atomov, to so srednjeverižne maščobne kisline (4). Vse dobljene vrednosti števila miljenja 
se gibljejo v razponu od 182 do 265.  
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4.6  HIDROKSILNO ŠTEVILO 
Merilo za vsebnost prostih hidroksilnih skupin v olju je IOH. Hidroksilne skupine so lahko 
vezane na nepolarni del maščobnih kislin ali so prisotne v obliki nezaestrenih -OH skupin 
glicerola in neumiljivih snovi. Izraža se v mg KOH, ki so potrebni za nevtralizacijo kislin, 
ki nastanejo pri aciliranju v 1 g vzorca (3). Večina rastlinskih olj ima nizko vrednost IOH, saj 
so v sami sestavi olj prisotne v večini nezaestrene hidroksilne skupine sterolov, glicerola in 
različnih oksidacijskih produktov. Med rastlinskimi olji pa predstavlja izjemo ricinusovo 
olje, saj ima zelo visoko vrednost IOH (okoli 150) na račun ricinolenske kisline, saj sodi med 
hidroksi maščobne kisline (3). IOH je obratno sorazmerno molekulski masi (sklicujemo se na 
enačbo, po kateri izračunamo vrednost IOH).  Na podlagi tega lahko dobimo tudi podatek o 
čistosti olja. Olje, ki ima zelo nizko vrednost IOH, lahko nakazuje, da vsebuje primesi z 
visoko molekulsko maso, ki imajo hidroksilne skupine v svoji strukturi (različni parafini in 
maščobni alkoholi) (3). 
Pri določevanju IOH smo imeli nekaj težav, saj smo našli referenčno vrednost samo za 
kokosovo olje (56). Zato smo morali prilagoditi natehtane mase ostalih olj. Na podlagi 
preglednice mas (preglednica 5) in predvidenih vrednosti iz Ph. Eur. 7.0 smo natehtali 
največjo možno vrednost, to je 2 g olja za poskus. Predvidena vrednost IOH za 2 g olja je med 
10 in 100.  
Vrednosti hidroksilnih števil izbranih olj so zbrane v preglednici 11. 
 
Preglednica 11: Povprečne dobljene vrednosti hidroksilnega števila(IOH) za posamezna olja. 
VZOREC OLJA IOH RSD (%) 
Laneno olje 13,12 0,52 
Lipovo olje -- -- 
Olje granatnega jabolka 36,10 2,20 
Ognjičevo olje - - 
Kokosovo olje 0,042 0,00 
Makovo olje 0,83 97,08% 
Olivno olje 0,34 0,000 
 
Ognjičevemu in lipovemu olju nismo določali vrednosti IOH, zaradi premajhnih količin obeh 
olj. 
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Pri večini preiskovanih olj smo dobili nizke vrednosti IOH, kar smo pričakovali, saj je to 
značilno za večino olj. Rezultati so tudi smiselno nizki, saj smo ustrezno shranjevali olja, ter 
tako ohranjevali njihovo ustreznost in svežino, kar smo potrdili že z IP. Prav tako nizke 
vrednosti IA nakazujejo, da ni prišlo do cepitve estrskih vezi in s tem posledično porasta 
prostih maščobnih kislin. V rezultatih GC-MS analize (preglednica 16) smo opazili, da je 
večina maščobnih kislin, ki smo jih detektirali v obliki metilnega estra, kar pomeni, da ni 
proste hidroksilne skupine v njihovi strukturi in posledično so rezultati IOH pri vseh oljih 
nizki. 
Najnižjo vrednost smo dobili pri kokosovem olju. Za kokosovo olje smo našli referenčno 
vrednost, ki znaša IOH≤ 5. Vrednost, ki smo jo določili eksperimentalno je 0,04, kar pomeni, 
da naš vzorec ustreza referenčni (56) vrednosti. IOH je enako IA, saj smo imeli porabo KOH 
pri slepi približno enako kot pri vzorcu. IOH=IA smo dobili tudi pri olivnem olju. 
Najmanj zanesljiv je rezultat makovega olja, saj je ponovljivost zelo slaba. Rezultati so 
neustrezni. Do tega bi lahko prišlo, ker nismo imeli ustreznega podatka, kakšna naj bi bila 
zatehtana masa olja, prav tako Ph. Eur. 7.0 nima podatka za olja, ki bi morebiti imela IOH<10. 
Posledično bi lahko sklepali, da ima makovo olje IOH<10 (najnižja podana vrednost v Ph. 
Eur. 7.0). Za pridobitev ustrezne vrednosti, bi morali načrtovati poskus, pri katerem bi morali 
upoštevati vse natehtane možnosti (preglednica 5). Olje bi natehtali v treh ponovitvah za 
vsako podano maso, ki je zapisana v preglednici 5. Rezultate, ki bi jih dobili, bi primerjali 
med seboj. Pri tisti masi, kjer je dobljeni rezultat IOH najbolj ponovljiv, bi lahko sklepali, da 
je zatehtana masa pravilna in vrednost IOH ustrezna.  
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4.7  ESTRSKO ŠTEVILO 
Eksperimentalno pridobljene vrednosti  estrskega števila so zbrane v preglednici 12. 
 
Preglednica 12: Izračunane vrednosti estrskega števila  (IE)  za posamezna olja. 
VZOREC OLJA IE 
Laneno olje 188 
Lipovo olje - 
Olje granatnega jabolka 184 
Ognjičevo olje - 
Kokosovo olje 265 
Makovo olje 198 
Olivno olje 195 
 
Dobljenih vrednosti IE za izbrana olja nismo mogli primerjati z referenčnimi vrednosti, saj 
nismo v nobeni literaturi zasledili teh vrednosti, saj gre samo za izračun iz preostalih dveh 
kemijskih števil. Sklepali bi lahko, da so dobljene vrednosti IE ustrezne, saj v večini olj 
ustrezata tako IS kot tudi IA.  
IE nismo mogli izračunati lipovemu in ognjičevemu olju, saj nismo eksperimentalno določili 
vrednosti IS in IA. 
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4.8  IZOLACIJA NEUMILJIVIH SNOVI 
V preglednici 13 so zbrane mase in masni deleži neumiljivih snovi posameznih olj. 
 
Preglednica 13: Masni deleži neumiljivih snovi za posamezna olja in njihove pričakovane vrednosti. 
VZOREC 
OLJA 
POVPREČNA MASA 
NEUMILJIVEGA 
DELA (g) 
POVPREČNA 
VREDNOST 
MASNEGA 
DELEŽA(%) 
RSD 
(%) 
PRIČAKOVANE 
VREDNOSTI (%) 
 
Laneno olje 
 
0,114 
 
2,257 
 
17,60 
 
0,2-1,1 (57) 
 
Lipovo olje 
 
0,051 
 
0,988 
 
- 
 
0,5-2 (48) 
Olje 
granatnega 
jabolka 
 
0,069 
 
1,353 
 
19,70 
 
3,1-4,2 (58) 
Ognjičevo olje 0,053 1,070 - ni podatka 
 
Kokosovo olje 
 
0,008 
 
0,160 
 
1,63 
 
0,025-0,030 (59) 
 
Makovo olje 
 
0,027 
 
0,547 
 
1,43 
 
ni podatka 
 
Olivno olje 
 
0,046 
 
0,918 
 
13,14 
ni podatka 
 
Pri ognjičevem in lipovem olju nismo izvedli treh ponovitev, saj nismo imeli na razpolago 
dovolj olja. Pri ostalih oljih smo združili dve ponovitvi skupaj, tretjo pa smo uporabili za 
preverjanje uspešnosti izolacije (test ugotavljanja kislin v izoliranih neumiljivih snoveh). 
Neumiljive snovi v oljih imajo lahko različne lastnosti, lahko prispevajo k stabilnosti in 
teksturi olja, imajo antioksidativne lastnosti in podobno. Večinoma predstavljajo od 0,3 do 
2 % mase celotnega olja (25). Olja, ki imajo manj kot 1 % neumiljivih snovi, imajo nizko 
vsebnost neumiljivih snovi.  
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Na podlagi dobljenih rezultatov smo ugotovili, da smo pri lipovemu olju dobili zelo podobno 
vrednost, kot so jo dobili v drugih raziskavah (50, 59, 60). Pri ostalih oljih smo dobili manjše 
odstopanje, pri čemer se lahko sklicujemo na raznolikost rastlinskega materiala in na 
njegovo variabilnost. Pri kokosovem olju smo dobili precejšnje odstopanje, na kar bi lahko 
sklepali, da je prišlo do napake med samim postopkom. 
Za laneno olje smo našli podatek v certifikatu, da vsebuje laneno olje manj kot 1,5 % 
neumiljivih snovi (50). Pri našem poskusu smo določili za slab procent višjo vrednost. 
 
4.9  PREIZKUS ZA UGOTAVLJANJE KISLIN V 
IZOLIRANIH NEUMILJIVIH SNOVEH 
Ta preizkus smo izvedli zato, da smo preverili, ali smo uspešno izolirali neumiljivi del iz 
izbranega rastlinskega olja. Vzorec se je obarval vijoličasto, če je bila izolacija uspešno 
izvedena (40). 
Pri večini olj smo morali dodati več kot tri kapljice fenolftaleina, da se je pojavila očitna 
sprememba barve. Sklepamo lahko, da je to zato, ker ima večina olj močno rumeno oziroma 
oranžno barvo, zato je bilo težje opaziti spremembo. Samo pri kokosovem olju smo takoj 
opazili spremembo, olje samo po sebi namreč ni obarvano. Uspešnost preizkusa je prikazana 
v spodnji preglednici (preglednica 14). 
 
Preglednica 14: Uspešnost preizkusa za določevanje kislin. 
VZOREC OLJA ŠT. KAPLJIC 
FENOLFTALEINA 
BARVA USPEŠNOST 
Laneno olje 6 Svetlo rjava + 
Lipovo olje / / / 
Olje granatnega jabolka 6 Temno rjava + 
Ognjičevo olje / / / 
Kokosovo olje 3 Vijoličasta + 
Makovo olje 3 Rožnata + 
Olivno olje 5 Svetlo rjava + 
Poskus smo uspešno izvedli pri vseh oljih, saj je pri vseh prišlo do spremembe barve. Tega 
testa nismo izvajali pri lipovemu in ognjičevemu olju, saj nismo imeli na razpolago dovolj 
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velike količine neumiljivega dela (izvedli smo samo eno ponovitev izolacije, pri ostalih pa 
tri ponovitve).  
  
Mateja Novak  Magistrska naloga 
52 
 
4.10 REZULTATI ANALIZE GC-MS 
Posamezne maščobne kisline smo identificirali s primerjavo masnih spektrov, ki so dostopni 
v knjižnicah NIST 14 in FFNSC 3 in s primerjavo referenčnih spojin. Vsebnost v % smo 
določili tako, da smo primerjali površino pod krivuljo kromatografskih vrhov vzorcev s 
površino pod krivuljo vrhov referenčnih spojin znane koncentracije. Primer kromatografa 
tipa TIC (total ion current) je v prilogi. 
Maščobne kisline, ki smo jih zaznali v posameznih rastlinskih oljih in njihova poimenovanja 
so zbrani v spodnji preglednici (preglednica 15). 
Preglednica 15: Pogosto zastopane maščobne kisline v izbranih oljih (3, 62). 
MAŠČOBNA 
KISLINA 
NOMENKLATURA 
IUPAC  
ŠT. C-ATOMOV : DVOJNIH VEZI 
Lavrinska 
kislina 
Dodekanojska kislina 12 : 0 
Palmitoleinska 
kislina 
(9Z)-heksadeka-9-enojska 
kislina 
16 : 1 
Oleinska kislina 
(Z)-oktadec-9-enojska 
kislina 
18 : 1 
Linolna kislina 
(Z,Z)-oktadeka-9, 12-
dienojska kislina 
18 : 2 
α-Linolenska 
kislina 
(Z,Z,Z)-oktadeka-9,12,15-
trienojska kislna 
18 : 3 
γ-linolenska 
kislina 
(Z,Z,Z)-oktadeka-6,9,12-
trienojska kislna 
18 : 3 
Punicinska 
kislina 
(9Z,11E,13Z)-oktadeka-
9,11,13-trienojska kislina 
18 : 3 
Palmitinska 
kislina 
Heksadekanojska kislina 16 : 0 
Stearinska 
kislina 
Oktadekanojska kislina 18 : 0 
Kalendinska 
kislina 
(8E,10E,12Z)-
oktadeka-8,10,12-
trienojska kislina 
18 : 3 
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Rezultati analize GC-MS so zbrani v preglednici 16.  
Preglednica 16: Rezultati GC-MS analize za posamezna olja. 
VZOREC OLJA ZASTOPANOST 
(%) 
SNOV 
 
 
 
 
 
Kokosovo olje 
0,53 Heksanojska kislina (metilni ester) 
7,39 Kaprilna kislina (metilni ester) 
5,56 Kaprinska kislina (metilni ester) 
46,73 Lavrinska kislina (metilni ester) 
20,40 Miristinska kislina (metilni ester) 
9,56 Palmitinska kislina (metilni ester) 
0,60 Linolna kislina (metilni ester) 
5,70 Oleinska kislina (metilni ester) 
3,47 Stearinska kislina (metilni ester) 
0,06 Eikozapentaenojska kislina (metilni 
ester) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lipovo olje 
0,11 Miristinska kislina (metilni ester) 
0,06 Palmitoleinska kislina  (metilni ester) 
7,69 Palmitinska kislina (metilni ester) 
0,69 Linolna kislina (metilni ester) 
0,57 2-heksil-ciklopropandekanojska kislina 
(metilni ester) 
4,55 Linolna kislina (Z,Z,) (metilni ester) 
54,83 Linolna kislina (Z,Z,) (metilni ester) 
23,54 Oleinska kislina (metilni ester) 
1,54 Vakcenska kislina (metilni ester) 
1,73 Stearinska kislina (metilni ester) 
3,13 2-oktilciklopropen-1-oktanojska kislina 
(metilni ester) 
1,09 2-heksil-ciklopropanojska kislina 
(metilni ester) 
0,12 Cis-11-eikozapentaenojska kislina 
(metilni ester) 
0,09 Eikozapentaenojska kislina (metilni 
ester) 
0,08 Linolna kislina (Z,Z) (metilni ester) 
 
 
1,34 Palmitinska kislina (metilni ester) 
2,41 Linolna kislina (metilni ester) 
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Olje granatnega 
jabolka 
3,14 Oleinska kislina (metilni ester) 
0,26 Vakcenska kislina (metilni ester) 
1,30 Stearinska kislina (metilni ester) 
80,07 Punicinska kislina (metilni ester) 
10,34 Gondojska kislina (metilni ester) 
0,6 Cis-metil-11-eikozapentaenoat 
0,38 Eikozapentaenojska kislina (metilni 
ester) 
0,16 Skvalen 
 
 
 
 
 
 
Ognjičevo olje 
2,14 Palmitinska kislina (metilni ester) 
0,10 13-heksiloksaciklotridek-10-en-2-on 
27,19 Linolna kislina (metilni ester) 
5,76 Oleinska kislina (metilni ester) 
0,46 Vakcenska kislina (metilni ester) 
1,57 Stearinska kislina (metilni ester) 
61,25 kalendinska kislina (metilni ester)  
0,12 Ciklopropanoktanojska kislina (metilni 
ester) 
0,13 γ-linolenska kislina (metilni ester) 
0,29 Cis- 11-eikozanojska kislina (metilni 
ester) 
0,31 Eikozapentaenojska kislina (metilni 
ester) 
 
 
 
 
Laneno olje 
4,02 Palmitinska kislina (metilni ester) 
12,35 Linolna kislina (metilni ester) 
77,47 α-linolenska kislina (metilni ester) 
1,15 Vakcenska kislina (metilni ester) 
4,84 Stearinska kislina (metilni ester) 
0,09 Cis-11-eikozapentaenojska kislina 
(metilni ester) 
0,08 Eikozapentaenojska kislina (metilni 
ester) 
 
Makovo olje 
0,05 Palmitoleinska kislina (metilni ester) 
7,49 Palmitinska kislina (metilni ester) 
71,79 Linolna kislina (metilni ester) 
17,13 Oleinska kislina (metilni ester) 
1,20 Vakcenska kislina (metilni ester) 
2,29 Stearinska kislina (metilni ester) 
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0,05 Eikozapentaenojska kislina (metil 
 
 
 
 
 
 
 
Olivno olje 
0,05 7-heksadekanojska kislina (metilni 
ester) 
0,61 9-heksadekanojska kislina (metilni 
ester) 
12,32 Palmitinska kislina (metilni ester) 
0,03 Cis-10-heptadecenojska kislina 
4,21 Linolna kislina (metilni ester) 
74,60 Oleinska kislina (metilni ester) 
3,17 Vakcenska kislina (metilni ester) 
3,51 Stearinska kislina (metilni ester) 
0,18 Gadoleinska kislina (metilni ester) 
0,39 Eikozapentaenojska kislina (metilni 
ester) 
0,08 Behenska kislina (metilni ester) 
0,85 Skvalen 
 
S pomočjo analize GC-MS smo ugotovili, da naš vzorec kokosovega olja vsebuje največ 
lavrinske kisline, ki je srednjeverižna maščobna kislina. Dobljeni rezultat 46,7 % je 
primerljiv z literaturno vrednostjo, ki znaša od 45 do 53 % (30). Dobljena vrednost lavinske 
kisline je primerljiva z vrednostjo lavrinske kisline, ki je zapisana v specifikaciji testiranega 
olja (48,3 %) (30). Druga najbolj zastopana maščobna kislina v kokosovem olju je 
miristinska kislina (20,40 %), dobljena vrednost pa je znotraj specificirane meje (16,0 do 
21,0 %) (30). Sledita palmitinska in kaprilna kislina, ki sta v olju zastopani z nekoliko manj 
kot 10 %. Obe vrednosti kislin sta znotraj specificiranega območja (palmitinska kislina 6,0 
do 10,0 % in kaprilna kislina: 4,0 do 12,0 %). Ostale maščobne kisline so prisotne v 
koncentracijah, nižjih od 5 %. Sestava kokosovega olja je primerljiva sestavi kokosovega 
olja, kot poročajo v literaturi (4) in analiznem certifikatu (30). 
Vzorec lipovega olja, ki smo ga ekstrahirali iz lipovih semen, vsebuje največ linolne kisline, 
približno 55 %. Rezultat, ki smo ga dobili, je primerljiv z rezultati objavljene znanstvene 
študije (delež linolne kisline: 56,45 %) (61). Trenutno je to edino dostopno objavljeno 
znanstveno delo, ki nam daje vpogled v maščobnokislinsko sestavo lipovega olja. V 
raziskavi navajajo, da je delež linolne kisline nekoliko višji v olju iz semen lipe kot v olji iz 
semen lipovca (48,80 %) (61). V našem vzorcu sta drugi dve najbolj zastopani maščobni 
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kislini oleinska in palmitinska kislina (23,54 % in 7,69 %). Vrednost oleinske kisline je 
malenkost višja kot navajajo v prej opisani študiji (19,55 %) (61). Ostale maščobne kisline 
so prisotne v manjšem deležu. Lipovo olje vsebuje večinoma nenasičene maščobne kisline 
(skupno približno 77 %) (61). Dobljene rezultate lahko primerjamo tudi z rezultati analize 
lipovega olja v okviru magistrskega dela (48), kjer navajajo vsebnost linolne kisline 59,63 
% (48). Vsebnost linolne kisline je primerljiva z našo, a je malenkost višja. Zelo primerljiva 
je vrednost oleinske kisline (22,17 % (48)), obe vrednosti se gibljeta med 22 % in 23 %. 
Tudi dobljena vrednost palmitinske kisline v magistrskem delu (8,55 %) je zelo primerljiva 
z našo vrednostjo. Malvinske kisline v našem vzorcu nismo zaznali oziroma je pod mejo 
detekcije.  
Olje granatnega jabolka vsebuje večinoma nenasičene maščobne kisline, in sicer kar 90 %. 
Najpomembnejša in najbolj zastopana je punicinska kislina. Preiskovani vzorec vsebuje 
80,07 % punicinske kisline. Dobljeni rezultat je malce nižji kot rezultat, ki je zapisan v 
specifikaciji olja (86,0 %), vendar naša vrednost ustreza zahtevam, da mora biti več kot 60 
% punicinske kisline v vzorcu (31). Drugi dve nenasičeni kislini sta oleinska in linolna 
kislina, ki sta zastopani v manj kot 4 %. Zahteva za ti dve kislini znaša od 3 do 10 % (31). 
Našim vzorcem smo določili nižje vrednosti teh dveh kislin, kot so zapisane v certifikatu 
(31), oleinska kislina pa je malenkost pod mejo specificiranega območja. Opazili smo, da 
naš vzorec vsebuje več gondojske kisline od literaturno navedene vrednosti, ki znaša le 1 % 
(4). 
Sestavo ognjičevega olja smo našli samo v dveh člankih (35)(29). V precejšnem deležu 
(61,25 %) se nahaja oktadekatrienojska kislina v obliki metilnega estra, ki jo imenujemo tudi 
kalendinska kislina. V študiji navajajo, da je v ognjičevem olju največ  kalendinske kisline 
(51,47 in 57,63 % (29)).. Testirani vzorec vsebuje 27,19 % linolne kisline, medtem ko en 
izmed literaturnih virov navaja višjo vrednost 39,45 % (35), drugi vir pa območje linolne 
kisline med 28,50 in 31,86 % (29). Večja je razlika v vrednosti oleinske kisline. V vzorcu 
smo zaznali približno 6 % oleinske kisline, kar je primerljivo z rezultatom ene študijev (od 
4,44 do 6,25 %) (29), v drugi literaturi pa smo našli podatek, ki je precej višji, in sicer 16 % 
(35). Še ena večja razlika je v vsebnosti palmitinske kisline. Naš vzorec vsebuje 2,14 %, ki 
je malenkost nižji od dobljene vrednosti v eni izmed študij (3,86-4,55 %) (29). Oba rezultata 
pa sta precej nižja od druge literaturne vrednosti, kjer navajajo vrednost 14,96 % palmitinske 
kisline (35). Lahko se sklicujemo na variabilnost rastlinskega materiala. 
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Laneno olje vsebuje trikrat nenasičeno α-linolensko kislino, ki je zelo visoko zastopana v 
tem olju. Poleg lanenega olja je tako bogat vir α-linolenske kisline le še čijevo olje in olje 
črne koprive (4). Naš vzorec lanenega olja vsebuje 77,47 % te kisline, vrednost pa je višja 
od najdene literaturne vrednosti, ki znaša 58 % (4). Drugi dve najbolj zastopani kislini sta 
linolna, ki ima primerljivo vrednost z literaturno, in oleinska kislina, ki pa je v našem vzorcu 
nismo zaznali. 
Od maščobnih kislin v trigliceridih makovega olja prevladuje linolna kislina. Ugotovili smo, 
da ima naš vzorec približno enako vsebnost linolne kisline kot literaturno navedena vrednost. 
Vsebnost se giblje med 71 % in 75 % (4). Druga najbolj zastopana komponenta olja je 
oleinska kislina, sledijo ji palmitinska kislina in stearinska kislina. Obe kislini sta približno 
enako zastopani kot v analiznem certifikatu za makovo olje. Palmitinska kislina je zastopana 
od 7 do 12 %, stearinska pa med 1 in 3 % (30). Ostale kisline so prisotne v zelo majhni 
količini, manj kot 2 %.  
Olivno olje je zelo bogato z oleinsko kislino. V analiznem certifikatu smo našli podatek, da 
vsebuje 56 do 85 % oleinske kisline (62). Ta vrednost je zelo primerljiva z eksperimentalno 
pridobljeno, ki znaša približno 75 %. Nasičeni palmitinska in stearinska kislina sta zastopani 
v manjšem deležu. Gadoleinska kislina je nenasičena maščobna kislina, medtem ko je 
behenska kislina nasičena. Behenska se nahaja v zelo nizkem odstotku v olivnem olju, manj 
kot 0,2 % (62). Tudi v našem vzorcu je te kisline precej pod to vrednostjo. 
 
4.11 ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST IZBRANIH OLJ 
Antioksidanti so sestavni del neumiljivih snovi in imajo ključno vlogo pri stabilnosti olja, 
hkrati pa jih uporabljamo pri zdravljenju, v hrani in kozmetiki zaradi njihovih pozitivnih 
lastnosti (4).  
Izbranim rastlinskim oljem smo ugotovili, kolikšna je njihova antioksidativna aktivnost. 
Vsako olje ima različno vsebnost antioksidantov in posledično tudi drugačno antioksidativno 
aktivnost oz. antioksidativni potencial (AOP). Višja kot je vrednost AOP, večja je vsebnost 
antioksidantov. To opazimo pri izvedbi metode v zadnjem koraku: višja kot je vrednost 
AOP, večji je padec absorbance in posledično bolj rumeno obarvanje raztopine. 
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Pripravili smo umeritveno krivuljo z različnimi koncentracijami olja. Pripravili smo 
koncentracije: 5 mg/mL, 20 mg/mL, 40 mg/mL, 50 mg/mL, 80 mg/mL, 100 mg/mL in 120 
mg/mL. 5 mg/mL je bila predpisana koncentracija v predhodno razvitem postopku 
(Levpušček, 2016) (48), 120 mg/mL pa koncentracija, pri kateri je bila še večina olj topnih 
v izbranem topilu. Koncentracije 5 mg/mL nismo uporabili, saj so bile vrednosti preveč blizu 
slepe. Pri višjih koncentracijah se nekatera olja niso popolnoma raztopila, zato smo za 
optimalno izbrali  koncentracijo olja 20 mg/mL. Pri tej koncentraciji smo dobili večjo razliko 
med posameznimi vzorci, prav tako so se vrednosti različnih olj bolj razlikovale od vrednosti 
slepe.  
Povprečne vrednosti antioksidativne aktivnosti so zbrane v preglednici 17. 
Preglednica 17: Vrednosti antioksidativnega potenciala (AOP) (%). 
VZOREC OLJA AOP (%) RSD (%) 
Laneno olje 14,72 1,28 
Lipovo olje 34,23 1,56 
Olje granatnega jabolka 48,91 1,32 
Ognjičevo olje 30,01 2,25 
Kokosovo olje 0,893 0,481 
Makovo olje 7,36 2,79 
Olivno olje 22,00 1,60 
 
Samo na podlagi dobljenih rezultatov ne moremo sklepati, katera komponenta in v kolikšni 
meri je odgovorna za ugotovljeno vrednost AOP. Na podlagi te metode določamo celotno 
antioksidativno aktivnost olja. 
Najvišji AOP med testiranimi olji izkazuje olje granatnega jabolka (48,91 %). Precej 
primerljivi vrednosti AOP imata lipovo in ognjičevo olje (34,23 % in 30,01 %). Po vrednosti 
AOP si sledijo olivno (22,00 %), laneno (14,72 %) in makovo olje (7,36 %). Najnižjo 
vrednost smo dobili pri kokosovem olju (0,893 %). 
Na podlagi dobljenih rezultatov bi lahko sklepali, da imata tako vrednost neumiljivih snovi 
kot tudi maščobnokislinska sestava pomemben vpliv na vrednost AOP. Za primer lahko 
podamo olje granatnega jabolka. Olje granatnega jabolka ima najvišjo vrednost AOP. Na 
podlagi testiranja smo ugotovili, da olje granatnega jabolka v primerjavi z ostalimi olji 
vsebuje veliko neumiljivih snovi (1,35 %); več smo jih ugotovili le še pri lanenem olju. Prav 
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tako ima olje granatnega jabolka zelo visok delež punicinske kisline (okoli 80 %), ki je znana 
po antioksidativnem delovanju (4). Sklepali bi lahko, večja kot je vsebnost neumiljivih snovi 
in večja je vsebnost maščobnih kislin, ki imajo antioksidativno delovanje, večja je vrednost 
AOP. Podobno bi lahko sklepali za kokosovo olje, saj smo dobili najnižjo vrednost 
neumiljivih snovi in najnižjo vrednost AOP. Enakemu principu sledijo tudi preostala olja. 
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5 SKLEP 
Ugotavljali smo maščobnokislinsko sestavo, delež neumiljivih snovi, antioksidativno 
aktivnost in farmakopejska kemijska števila sedmim rastlinskim oljem: laneno, olivno, 
makovo, lipovo, ognjičevo, kokosovo olje in olje granatnega jabolka. 
Peroksidno število je bilo pri večini olj nizko (od 0,6 do 19,3). Ugotovili smo povezanost 
kislinskega, hidroksilnega in peroksidnega števila. Višje, kot so vrednosti teh števil, več je 
sprememb v sestavi olj. Vsa namreč kažejo na procese kvarljivosti, ki lahko potekajo ob 
neustreznem rokovanju z olji oz. s časom kot posledica izpostavljenosti povišani 
temperaturi, kisiku in svetlobi. Vsa olja so imela nizko vrednost teh kemijskih števil. 
Vrednost hidroksilnega števila je med 0,042 in 36,10, vrednost kislinskega pa med 0,042 in 
3,56. Jodno število je najvišje pri olju granatnega jabolka (II=192), kar je logično glede na 
visoko vsebnost punicinske kisline, ki je trikrat nenasičena maščobna kislina in je edinstvena 
za to olje. Kokosovemu olju pa smo izmerili najnižjo vrednost jodnega števila (II=3,3), saj 
vsebuje večinoma nasičene maščobne kisline. Pri določevanju farmakopejskih števil smo 
imeli zaradi obarvanosti olj nekaj težav pri ugotavljanju končne točke titracije, kar se je 
odrazilo v slabši ponovljivosti pri nekaterih oljih.  
V večini je bila maščobnokislinska sestava olj primerljiva z literaturnimi podatki, prišlo pa 
je tudi do odstopanj, kar je pričakovano glede na variabilnost rastlinskega materiala. 
Precej težav smo imeli pri določevanju lastnosti lipovemu in ognjičevemu olju, saj je zelo 
malo podatkov o sestavi in delovanju teh dveh olj. Trenutno obstajajo samo en dostopen 
znanstveni članek ter predhodna raziskava v sklopu magistrskega dela (48) o sestavi olja 
lipovih semen (61) in le nekaj raziskav o olju ognjičevih semen (28, 34). Ugotovili smo, da 
je jodno število ognjičevega olja 137, lipovega olja pa 120. Glede na maščobnokislinsko 
sestavo je lipovo olje s prevladujočo linolno kislino podobno makovemu. Izolirali smo tudi 
0,988 % neumiljivih snovi lipovemu olju in 1,070 % ognjičevemu olju ter dobre 
antioksidativne lastnosti obeh. Za ti dve olji pričakujemo potencialno  zanimive učinke, zato 
bi bile dobrodošle nadaljnje raziskave. 
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7  PRILOGE 
Priloga 1 
 
Slika 17: Kromatogram maščobnokislinske sestave kokosovega olja. 
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Priloga 2 
 
Slika 18: Kromatogram maščobnokislinske sestave kokosovega olja (povečano). 
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